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Ma thèse s’inscrit dans une mouvance où l’étude des ARNs non-codants est dynamisée 
par la découverte récente de l’existence d’une pléthore d’ARNs non-codants régulateurs dans le 
génome des mammifères. 40% du génome est potentiellement transcrit en ARN, dont seulement 
5% seront traduits (Cheng et al., 2005). Alors que les 35% restant sont allègrement méconnus, on 
sait que des ARNs non-codants sont requis à de multiples niveaux des fonctions cellulaires. Les 
ARNs non-codants peuvent être classés en deux groupes en fonction de leur taille. Au bas du gel, 
les petits ARNs non-codants, et au dessus des 300 nucléotides, les longs ARNs non-codants.  
Plusieurs familles de petits ARNs non-codants ont été identifiées. Certains exercent des 
fonctions génériques : les ARNt sont impliqués dans la traduction des ARNm, des ARNs C/D et 
H/ACA aident la maturation des pré-ARNr et les snARNs font partie de la machinerie 
d’épissage. La famille des miARNs constitue un réseau de régulation des gènes participant à de 
multiples fonctions. Les piARNs pourraient être impliqués dans le maintien des transposons à 
l’état silencieux dans le génome des cellules germinales (O'Donnell and Boeke, 2007). Ces 
familles cohabitent avec de nombreux petits ARNs isolés dont les fonctions ne sont pas moins 
importantes, comme l’ARN de la télomérase impliquée dans l’homéostasie de la longueur des 
chromosomes.  
La deuxième classe d’ARNs non-codants est celle des longs ARNs non-codants. Ils peuvent 
ressembler à des ARNm, c’est-à-dire qu’ils peuvent être cappés, polyadénylés et épissés, mais ils 
n’ont pas de cadre ouvert de lecture significatif. Le premier « ARNm-like » découvert est H19, 
décrit à l’époque comme un « ARNm non-classique ». De manière perspicace, il a été proposé 
qu’ « à la place, le produit de ce gène inhabituel serait une molécule d’ARN » (Brannan et al., 
1990). Ironiquement, la fonction de H19 est encore inconnue aujourd’hui. En revanche, on sait 
que d’autres longs ARNs non-codants entrent en jeu dans des régulations épigénétiques clefs 
dans le développement. Xist (requis pour l’inactivation du chromosome X dans les cellules de 
mammifères femelles), Air et Kcnq1ot1 (impliqués dans l’empreinte de leur locus) en sont 
l’illustration par excellence. D’autres exemples existent ; je citerai HOTAIR, un ARN non-
codant de 2.2kb qui régule en trans l’expression d’un cluster de gènes Hox situés sur un autre 
chromosome, par le biais de modifications de la chromatine (Rinn et al., 2007). Bien que les 
ARNs non-codants soient reconnus comme exerçant des fonctions majeures dans les régulations 
de l’expression génique, le champ est largement méconnu et les ARNs non-codants eux-mêmes 
sont très mal caractérisés. C’est dans ce contexte que je me suis intéressée pendant ma thèse à 
plusieurs ARNs non-codants soumis à l’empreinte génomique parentale. 
 
Historiquement, mon laboratoire de thèse s’intéressait aux petits ARNs de type C/D et H/ACA. Il 
a participé à l’identification de nombreux membres par des approches dites de « RNomics » dans 
les années 2000. Une de ses contributions principales a été la découverte d’une nouvelle famille 
de snoARNs C/D avec un statut à part. Il s’agit de petits ARNs C/D qui sont soumis à 
l’empreinte génomique parentale. Les snoARNs identifiés ont un patron d’expression tissu-
spécifique avec une forte expression dans le cerveau adulte. Ils n’ont pas de cible prédite sur le 
pré-ARNr ou les snARNs. Ces petits ARNs ont l’originalité d’être transcrits à partir de longues 
unités de transcription complexes et répétées. Ils sont présents à raison de plusieurs dizaines de 
copies dans les introns de leurs gènes hôtes. Alors que mon équipe s’est longtemps intéressée à 











Présentation et justification du plan d’introduction 
 
 
Mes travaux portent sur l’étude de longs ARNs non codants à deux loci soumis à 
l’empreinte : Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn. Ces loci sont conservés chez les mammifères seulement, 
et mon introduction se limitera donc à cette classe des vertébrés. Pourquoi a-t-on mené ces 
travaux ? Parce qu’on sait aujourd’hui que la transcription non-codante et que les ARNs non-
codants remplissent des fonctions clefs, en particulier au niveau de régulations de phénomènes 
épigénétiques.  
Le prototype est Xist, un ARN non-codant particulièrement étudié qui est requis pour 
l’inactivation du chromosome X chez les mammifères femelles, et qui fera l’objet du chapitre 1. 
On verra que Xist est au cœur d’un processus dynamique à l’interface entre deux événements 
épigénétiques que sont l’inactivation aléatoire et l’empreinte génomique parentale du X. Dans ce 
domaine, on doit la plupart des avancées à des approches par imagerie, couplées à la génération 
de modèles murins. Après une description de l’empreinte génomique parentale chez les 
mammifères (chapitre 2), le chapitre 3 sera dédié à Air et Kcnq1ot1, deux longs ARNs non-
codants soumis à l’empreinte qui sont impliqués dans la régulation de l’expression des gènes de 
leur locus. Ces deux exemples illustrent la difficulté de distinguer le rôle de l’ARN non-codant 
lui-même de celui de la transcription dans ce mode de régulation. Je décris ensuite les cas de 
Nespas et H19 (chapitres 4 et 5), deux autres ARNs non-codants soumis à l’empreinte qui 
représentent ou ont représenté des candidats très étudiés susceptibles d’être impliqués dans 
l’empreinte de leur locus. Les ARNs non-codants auxquels je me suis intéressée pendant ma 
thèse sont ceux des domaines soumis à l’empreinte Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn. J’en fais une 
description détaillée dans le chapitre 6. Enfin, le chapitre 7 porte sur l’importance de 
l’architecture nucléaire dans l’inactivation du chromosome X et l’empreinte génomique 
parentale. Ce concept justifie en grande partie l’approche d’imagerie cellulaire pour laquelle 




Xist, ARN non-codant régulateur de 




L’inactivation du chromosome X chez les femelles est le processus de normalisation de 
l’expression des gènes liés à l’X entre mâles et femelles chez les mammifères. C’est aussi un 
exemple élégant de mécanisme épigénétique régi par un ARN non-codant, Xist (X-inactive 
specific transcript). Ce processus est lié de près à l’empreinte génomique parentale. Il est très 
étudié chez la souris et Xist est devenu le cas d’école des ARNs non-codants régulateurs : le 
recouvrement du chromosome X par l’ARN non-codant Xist est le premier événement d’une 
cascade de réactions qui aboutit à l’inactivation du chromosome sur toute sa longueur. Dans ce 
domaine de recherche, les techniques d’imagerie cellulaire ont une place de choix et ont 




1 Compensation de dose et inactivation du chromosome X 
 
1.1 L’inactivation du chromosome X : un bref historique 
 
 La première découverte historique à l’origine de l’inactivation du X remonte à 1949, 
quand Barr et Bertram décrivent une structure morphologique condensée associée à l’enveloppe 
nucléaire dans des neurones de chat en interphase, présente dans les cellules d’individus femelles 
mais pas mâles (Barr, 1949). Dix ans après, on apprend que cette structure, baptisée « corpuscule 
de Barr » en l’honneur de la personne qui l’a découverte, correspond à l’un des deux 
chromosomes X qui se trouve à l’état hétérochromatinien (Ohno et al., 1959). En parallèle, le 
comportement particulier d’un gène lié à l’X, dépendant du genre mâle ou femelle de l’individu 
qui l’exprime, est décrit chez le chat. Les femelles hétérozygotes (Mottled/Tabby), ont un pelage 
bigarré avec des régions exhibant le phénotype [Mottled] et d’autres exhibant le phénotype 
[Tabby]. Chez les mâles, qui sont homozygotes pour l’un ou l’autre de ces allèles, le pelage est 
systématiquement uniforme (Fraser et al., 1953). Ceci suggère que les femelles sont mosaïques, 
avec des clones de cellules qui expriment l’allèle Mottled et d’autres clones qui expriment 
l’allèle Tabby ; le mode d’hérédité de ce gène n’est pas de type Mendélien. Enfin, de manière 
inattendue, chez la souris, les femelles (45, XO), sont viables, ce qui montre que l’expression 
génique à partir d’un des deux chromosomes X est dispensable à ces femelles. Mettant en 
relation ces observations, la généticienne anglaise Mary Lyon émet sa célèbre hypothèse selon 
laquelle chez les individus femelles, l’un des deux chromosomes X est inactivé (Lyon, 1961), et 








Figure I-1 Cycle d’activation et d’inactivation du chromosome X chez la souris femelle. D’après Constance 
Ciaudo, thèse d’Université Paris VII). Au cours du développement embryonnaire, une première vague d’inactivation 
a lieu pendant les phases de segmentation menant à l’inactivation du X paternel. Cette inactivation persistera dans 
les tissus extra-embryonnaires. A l’inverse, le chromosome X paternel est réactivé, pour laisser place à l’inactivation 
aléatoire d’un des deux chromosomes parentaux dans les cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste. Cette 
inactivation a lieu au moment de la nidation, quand les premiers événements de différenciation de l’épiblaste ont 



























































































1.2 La compensation de dose chez les mammifères 
 
Chez les mammifères, la paire d’hétérosomes (chromosomes sexuels) diffère selon le 
sexe de l’individu : les femelles sont homogamétiques et portent deux chromosomes X, alors que 
les mâles sont hétérogamétiques et portent un chromosome X et un chromosome Y. Cette 
situation pose un problème de dosage : pour les gènes portés par le X, les femelles auraient deux 
doses du produit du gène, alors que les mâles n’en auraient qu’une. Afin de normaliser 
l’expression des gènes liés au X, une « compensation de dose » est assurée. Dans ce but, l’un des 
chromosomes X des cellules de mammifères femelles est mis en silence (Lyon, 1961). J’invite le 
lecteur à consulter (Heard and Disteche, 2006) pour une revue sur la compensation de dose chez 
les mammifères.   
 
On notera cependant que la situation n’est pas si simple, de deux points de vue. Premièrement, 
bien que l’inactivation du chromosome X soit un processus global qui affecte l’ensemble du 
chromosome, certains gènes y échappent. Ce sont les « escapees » (« fugitifs » en français), qui 
gardent une expression biallélique dans les cellules de femelles. Chez le rongeur, le nombre 
d’escapees est limité. Chez l’Homme, à l’inverse, ce sont environ 15% des gènes du 
chromosome X qui échappent à l’inactivation, et 10% qui montrent une inactivation variable 
selon les individus (Carrel and Willard, 2005).  
Deuxièmement, les gènes du chromosome X sont monosomiques (représentés par une seule 
copie) alors que les gènes des autosomes sont disomiques (représentés par deux copies). Afin de 
compenser ce déséquilibre, il avait été prédit que la transcription à partir du chromosome X 
devait être doublée chez les mâles et les femelles (Adler et al., 1997; Ohno, 1967). Et en effet, 
une analyse par microarray a montré que le ratio entre expression des gènes du X et expression 
des gènes autosomaux était proche de 1 dans des tissus somatiques (Nguyen and Disteche, 2006). 
On est donc en présence d’un deuxième niveau de compensation de dose qui affecte le 
chromosome X des deux genres.  
La notion de compensation de dose par inactivation d’un des deux chromosomes X chez les 




2 Dynamique d’inactivation du X au cours du développement 
 
2.1 Le cycle de l’inactivation du X 
 
Les chromosomes X des cellules des mammifères femelles traversent plusieurs cycles 
d’inactivation et de réactivation au cours du développement embryonnaire, qui varient selon les 
tissus (cf. figure I-1). Dans les tissus extra-embryonnaires, le chromosome X paternel est 
spécifiquement inactivé. Dans l’embryon, au cours des premières divisions cellulaires, c’est aussi 
le X paternel qui est inactivé ; au stade pré-implantatoire, il est réactivé dans la masse cellulaire 
interne du blastocyste ; s’ensuit alors l’inactivation au hasard d’un des deux chromosomes X 
dans ces mêmes cellules qui donneront l’embryon lui-même. Le lecteur est invité à se reporter à 
(Okamoto and Heard, 2006) pour une revue sur la dynamique de l’inactivation du X dans 
l’embryon précoce. Enfin, dans la lignée germinale de l’embryon, le chromosome X inactif est 
réactivé avant de rentrer dans un nouveau cycle après la fertilisation.  
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2.2 Inactivation du chromosome X 
 
Deux formes d’inactivation du chromosome X ont lieu dans les cellules de mammifères 
femelles. Je me focaliserai principalement sur le cas de la souris, mais il faut savoir que ces 
mécanismes peuvent différer d’un organisme à l’autre.  
 
- L’inactivation aléatoire. L’inactivation affecte de manière aléatoire le chromosome X 
maternel ou paternel. Une telle inactivation prend place dans les cellules de la masse 
cellulaire interne du blastocyste et est maintenue tout au long de la vie de l’individu. Elle 
a été particulièrement étudiée notamment dans des cellules embryonnaires souches (ES) 
en différenciation qui miment le processus endogène : les cellules ES femelles 
indifférenciées sont dérivées de la masse interne du blastocyste et ont deux chromosomes 
X actifs ; quand leurs conditions de culture sont changées de façon à induire leur 
différenciation, l’un des deux chromosomes X est inactivé de manière aléatoire.  
 
- L’inactivation soumise à l’empreinte. Le chromosome X hérité du père est inactivé 
spécifiquement. Ce phénomène a lieu chez les marsupiaux, et dans les tissus extra-
embryonnaires de la souris, plus précisément dans le trophectoderme et l’endoderme 
primitif au stade implantatoire du développement de l’embryon.  
Plus récemment, il a été découvert que le premier événement d’inactivation du X dans la 
vie de l’embryon est l’inactivation soumise à l’empreinte du chromosome X paternel. On 
doit ces découvertes notamment à des expériences de FISH permettant de visualiser la 
transcription à partir des chromosomes X, et d’immunofluorescence détectant les 
marques de la chromatine associées à l’inactivation au niveau de la cellule unique. Après 
la fertilisation, le chromosome X d’origine paternelle est inactivé spécifiquement dès les 
premières divisions cellulaires du zygote. Ce processus est assisté par Xist, qui 
s’accumule sur le chromosome X paternel dès le stade 4 cellules parallèlement avec 
l’exclusion de l’ARN polymérase II, puis s’ensuivent l’installation des marques de la 
chromatine spécifiques du X inactif (Mak et al., 2004; Okamoto et al., 2004). La 
répression des gènes localisés sur le X paternel est observée à partir du stade 8 cellules 
(Huynh and Lee, 2003; Okamoto et al., 2005). La question de savoir quelle marque est 
responsable de l’inactivation ciblée sur le chromosome paternel reste ouverte et fait 
l’objet de controverses (Okamoto and Heard, 2006).  
 
 
2.3 Réactivation du X  
 
Chez la souris, le chromosome X est réactivé à deux occasions. La première a lieu au 
stade post-implantatoire et concerne le chromosome X paternel qui a subi l’inactivation soumise 
à l’empreinte des stades précoces du développement. Pendant la croissance du blastocyste, les 
cellules de l’épiblaste commencent à ne plus exprimer Xist et perdent progressivement les 
marques associées à l’inactivation. Cette réactivation a lieu dans les cellules de l’épiblaste 
spécifiquement (qui donneront l’embryon à proprement parler), et pas dans celles du 
trophectoderme ou de l’endoderme. Au moment de l’implantation, le X paternel a été totalement 
réactivé dans l’épiblaste (Mak et al., 2004; Okamoto et al., 2004).  
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La deuxième vague de réactivation du X a lieu dans les cellules de la lignée germinale femelle. 
Des études anciennes avaient défini le moment de la réactivation dans les cellules germinales 
primordiales (PGC)* ayant atteint les crêtes génitales, peu avant la méiose (entre les stades E11.5 
et E13.5 selon les études) (Johnston, 1981; Monk and McLaren, 1981; Tam et al., 1994). A 
l’époque, l’isolation des PGC était incertaine et il est probable que les auteurs aient été l’objet de 
contaminations par des cellules somatiques. De plus, la mesure de l’activité des gènes et des 
transgènes du chromosome X était alors basée sur les produits protéiques, ce qui peut 
considérablement biaiser les résultats. Des travaux récents ont redéfini le moment de la 
réactivation à un stade beaucoup plus précoce. L’équipe de Neil Brockdorff a montré par 
imagerie cellulaire que des marqueurs du chromosome X inactif, à savoir l’expression de Xist et 
des marques épigénétiques associées, commençaient à être perdues avant le stade E9.5 (de 
Napoles et al., 2007). En faisant des ARN FISH sur des embryons entiers, une autre équipe est 
parvenue à tester l’expression de Xist dans des PGC plus précoces. Au jour 7 de gestation, parmi 
les précurseurs des PGC (aussi appelés PGC naissants), 5% des cellules n’expriment plus Xist, ce 
qui montre que le processus de réactivation est déjà amorcé. La proportion des cellules (Xist 
négative) augmente progressivement pour atteindre 100% au stade E10.5. Par RT-PCR dans des 
cellules uniques, les auteurs montrent que certains gènes ont une expression biallélique dès le 
stade E7.75. Le processus de réactivation semble long puisqu’au stade E14.5, à l’entrée en 
méiose, tous les gènes testés ne sont pas encore exprimés à partir des deux X (Sugimoto and 
Abe, 2007). La réactivation du chromosome X inactif dans la lignée germinale est donc amorcée 




3 Xist et l’inactivation du chromosome X 
 
3.1 L’ARN non-codants Xist est requis pour l’initiation de l’inactivation du X 
 
Xist est un gène non-codant peu conservé des mammifères placentaires ; il n’a pas été 
trouvé dans les génomes des marsupiaux et il présente seulement 66% de conservation entre 
l’Homme et la souris. Il est produit à partir du Xic (X inactivation centre), un locus d’1Mb, qui 
joue un rôle maître dans la régulation de l’inactivation du X. Le gène Xist est transcrit en un long 
ARN non-codant épissé de 19kb comprenant 8 exons. Il peut générer plusieurs isoformes par 
l’utilisation de promoteurs, d’exons ou de sites de polyadénylation alternatifs. Il est exprimé de 
manière monoallélique à partir du chromosome X inactif spécifiquement.  
 
Sur la base d’études de perte de fonction avec des mutants de délétion, on sait de longue date que 
Xist est requis pour l’inactivation au hasard du chromosome X dans les tissus embryonnaires 
(Penny et al., 1996), et pour l’inactivation du X paternel dans les tissus extra-embryonnaires 
(Marahrens et al., 1997). Xist joue aussi un rôle dans l’inactivation de type empreinte du stade 
préimplantatoire dans les cellules de l’embryon, puisqu’un transgène Xist situé sur un autosome 
induit le processus de cis-inactivation soumis à l’empreinte quand le chromosome muté est hérité 
du père (Okamoto et al., 2005).  
                                                 
*
 Les cellules germinales primordiales (PGC) sont les précurseurs embryonnaires des gamètes. Elles sont diploïdes. 
Dans l’embryon de souris, la formation des cellules germinales débute à E7.25 (stade post-implantatoire), quand les 
cellules primordiales germinales sont positionnées à la base de l’allantoïde. Elles migrent ensuite dans l’embryon 
pour coloniser les crêtes génitales, qui sont l’ébauche des gonades.  
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Il est généralement admis que c’est pour l’initiation, et non la maintenance de l’inactivation, que 
Xist est requis. En contexte de gain de fonction dans des cellules ES dans lesquelles Xist a été 
intégré artificiellement sur un autosome, l’autosome manifeste des signes d’inactivation (Herzing 
et al., 1997; Lee and Jaenisch, 1997). Xist est donc capable d’initier l’inactivation en cis par lui-
même. Cette propriété est cependant limitée dans le temps. En utilisant un transgène Xist sous le 
contrôle d’un promoteur inductible à la tétracycline, il a été montré dans des cellules ES mâles 
que cette inactivation était réversible pendant les deux premiers jours de différentiation mais 
qu’au-delà, alors que la différenciation des cellules est amorcée, Xist perd sa faculté d’initier le 
processus de mise en silence (Wutz and Jaenisch, 2000).  
 
 
3.2 Régulation de Xist par son antisens Tsix : quand l’ARN non-codant régule 
l’ARN non-codant… 
 
 Le gène Tsix est un ARN non-codant de la région du Xic, chevauchant et antisens avec le 
gène Xist. Tsix débute environ 15kb en 3’ du gène Xist et s’étend sur 40kb, en orientation 
antisens par rapport à Xist . Chez la souris, avant l’initiation de l’inactivation, Tsix et Xist sont 
co-transcrits à partir des deux chromosomes X. Puis la transcription de Tsix est réprimée sur le 
chromosome X destiné à l’inactivation, alors que la transcription et l’accumulation de Xist sont 
favorisées. Un modèle murin de perte d’expression de Tsix montre que Tsix réprime l’expression 
de Xist en cis (Lee et al., 1999). La région responsable de l’effet observé est un élément répété 34 
fois en tandem, appelé DXPas34, localisé dans un intron (Cohen et al., 2007; Vigneau et al., 
2006).  
Les mécanismes sous-jacents à la répression de Xist par Tsix ne sont pas encore élucidés. 
Toutefois, plusieurs équipes se sont récemment penchées sur les marques de la chromatine au 
locus Xist/Tsix et ont montré que Tsix serait capable d’induire des changements épigénétiques de 
la chromatine au locus Xist, ce qui suggère un mécanisme de régulation de Xist par Tsix agissant 
au niveau de l’état chromatinien (Navarro et al., 2006; Navarro et al., 2005; Sado et al., 2005; 
Sun et al., 2006). La région du gène Xist est associée au complexe de pré-initiation de la 
transcription et à la marque H3K4me2 sur l’allèle actif spécifiquement. L’analyse des marques 
de la chromatine a été analysée dans des cellules ES mutantes où la transcription de Tsix est 
terminée prématurément. Des changements des modifications des histones favorisant des 
marques de chromatine transcriptionnellement active sont observées au niveau de régions en 5’ 
de Xist dans les cellules mutantes (Navarro et al., 2006; Sado et al., 2005). Ceci suggère qu’en 
contexte sauvage, Tsix influence les modifications épigénétiques de Xist probablement en 
réprimant en cis l’état transcriptionnellement actif au niveau des régions promotrices de Xist. La 
question duquel, de l’ARN Tsix lui-même ou de sa transcription, est responsable de la répression 
de Xist reste ouverte. Un rôle pour les transcrits épissés a récemment été écarté ; on privilégie 
depuis l’implication des transcrits non-épissés ou de la transcription (Sado et al., 2006).  
 
  
3.3 Xist RNA « coating » 
 
L’ARN Xist a la faculté remarquable de s’accumuler de manière stable le long de son 
chromosome. Il s’étend en cis pour recouvrir tout le chromosome X qui sera inactivé ; ce 






Figure I-2 Coating par l’ARN Xist visualisé par FISH. D’après (Clemson et al., 1996). A : La coloration de 
l’ADN au DAPI dans des noyau des cellules WI-38 permet de détecter la zone d’hétérochromatine correspondant au 
chromosome X inactif (flèche). Cette zone est le corps de Barr. B : Localisation de l’ARN Xist par ARN FISH. C : 
détection des deux chromosomes X dans la même cellule par ADN FISH. D : superposition entre l’ARN Xist et le 




chromosome X. Il est visible par FISH car les ARNs Xist forment un signal qui recouvre tout le 
chromosome X (Brown et al., 1992; Clemson et al., 1998; Clemson et al., 1996) (cf. figure I-2). 
Ce signal est beaucoup plus étendu que celui obtenu avec des gènes codant pour des 
protéines (en moyenne, le signal Xist s’étend sur 5µm2, valeur à comparer avec le signal obtenu 
pour le gène codant pour la collagène : 0.8µm2). L’accumulation de Xist sur le chromosome X 
inactif a la propriété remarquable d’être stable en contexte d’inhibition de la transcription : le 
signal n’est pas affecté après 5 heures de traitement à l’actinomycine D (Clemson et al., 1996).  
 
Le phénomène de coating est un processus au centre de l’inactivation du X. Cependant, il n’est 
pas suffisant pour la mise en silence. En effet, dans des souris mutées pour des séquences 
cruciales pour l’inactivation situées en 5’ de Xist appelées les « repeats A », bien que le coating 
prenne place, la répression transcriptionnelle n’a pas lieu (Wutz et al., 2002). Donc, le coating est 
fonctionnellement distinguable de la fonction de mise en silence. 
 
Le mécanisme par lequel Xist s’étend sur le chromosome X inactif est peu compris. On sait que 
Xist est capable de s’étendre sur des autosomes à partir desquels il est exprimé en tant que 
transgène (Lee and Jaenisch, 1997; Wutz and Jaenisch, 2000). Ceci montre que la séquence du 
chromosome X n’est pas strictement nécessaire au coating. Cependant, dans des translocations 
entre le X et un autosome, l’efficacité d’inactivation est moindre sur les autosomes (Cattanach, 
1974; Russell, 1963). Mary Lyon a émis l’hypothèse que les séquences répétées de type LINE 
(L1 long interspersed elements) du chromosome X pourraient servir de « booster » ou de 
« relais » et faciliter le coating (Lyon, 1998). En ce sens, le X contient beaucoup de LINEs par 
rapport aux autosomes (en moyenne deux fois plus), avec un enrichissement particulier au niveau 
du locus Xic humain (Bailey et al., 2000). De plus, les régions contenant les gènes qui échappent 
à l’inactivation montrent eux un appauvrissement en LINES (Ross et al., 2005). Enfin, dans une 
lignée de cellules portant une translocation X ; autosome 4, le coating et les marques de la 
chromatine associées à l’inactivation sont moins marqués à partir du point de translocation ; or le 
point de translocation correspond à une zone exceptionnellement pauvre en LINEs (Popova et 
al., 2006). Les auteurs attribuent donc un rôle pour les séquences LINEs dans le coating et 
l’inactivation du X.  
 
 
3.4 Mécanistique d’inactivation 
 
 De nombreuses études ont disséqué le phénomène d’inactivation au hasard sur des 
cellules ES en différenciation, ou d’inactivation soumise à l’empreinte dans l’embryon précoce. 
L’inactivation du chromosome X est un processus en plusieurs étapes. L’événement le plus 
précoce de l’inactivation du X est le coating du chromosome X par Xist ; s’ensuit une cascade de 
réaction épigénétiques qui permettent l’établissement de l’état transcriptionnellement réprimé du 
chromosome. Ces réactions sont listées ci dessous (cf. la revue (Heard and Disteche, 2006) et les 
références qui y sont citées pour le détail sur les travaux qui ont mené à ces conclusions).  
- Coating du chromosome X par l’ARN Xist  
- Répression transcriptionnelle et exclusion de la machinerie de l’ARN polymérase II, des 
facteurs d’épissage et des transcrits naissants du territoire chromosomique X  
- Perte de modifications d’histones typiques de la chromatine transcriptionnellement 
active, comme l’acétylation de H3K9 et la méthylation en H3K4 
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- Acquisition de marques des histones associées avec la chromatine inactive : H4 
hypoacétylées, H3K27 méthylée, H3K9 méthylée, H4K20 méthylée, H2A K119 mono-
ubiquitinilée 
- Recrutement de protéines PcG (Polycomb group) qui participent aux modifications de la 
chromatine en parallèle aux changements des marques des histones 
- Asynchronie de réplication en phase S 
- Incorporation du variant d’histone macroH2A 




















































Figure I-3 Les génomes maternel et paternel sont requis pour la reproduction chez les mammifères. D’après 
(Barlow, 2006). La technique de transfert nucléaire emploie des micropipettes assistées par des microscopes 
puissants pour enlever les noyaux mâles et femelles d’un œuf nouvellement fertilisé et pour les placer dans un 
nouvel œuf “hôte” fertilisé qui a été préalablement énucléé. On peut ainsi obtenir des embryons avec deux génomes 
maternels (gynogénotes), deux génomes paternels (androgénotes) ou un génome de chaque (contrôle sauvage). Les 
seuls embryons qui arrivent à terme sont les contrôles. Ces expériences montrent que les deux génomes parentaux 
sont nécessaires à la reproduction chez les mammifères et indiquent que les deux génomes expriment différents jeux 








1 L’empreinte génomique parentale : un bref historique 
 
Tout organisme diploïde contient deux lots de chromosomes, l’un hérité du père et l’autre 
de la mère. Un gène donné est donc composé de deux allèles : l’allèle paternel et l’allèle 
maternel. En accord avec les règles classiques de l’hérédité définies par Mendel, le 
comportement des deux génomes est similaire, c’est-à-dire que pour un gène donné, quand le 
gène s’exprime, les deux allèles sont actifs, et quand il ne s’exprime pas, les deux allèles sont 
silencieux. Plusieurs découvertes dans le champ de la biologie du développement dans les années 
1970-1980 ont montré que tel n’était pas le cas pour tous les gènes de mammifères. L’historique 
de la découverte de l’empreinte est passé en revue dans (Solter, 2006).  
 
La parthénogenèse a été définie pour la première fois comme une « procréation sans influence 
immédiate d’un mâle » (Richard Owen, 1849). Chez certains vertébrés, notamment les 
amphibiens, les reptiles et les oiseaux, des embryons parthénogénétiques se développent jusqu’à 
terme (Mittwoch, 1978). Chez les mammifères pourtant, les parthénogénotes meurent avant la 
fin de la gestation (Kaufman et al., 1977).  
L’explication de cet échec est venue de travaux portant sur le développement de zygotes issus de 
transplantations nucléaires chez la souris. Ces études ont montré que ni les androgénotes 
(embryons contenant deux génomes paternels), ni les gynogénotes (embryons contenant deux 
génomes maternels) ne se développaient jusqu’à terme (cf. figure I-3). Au stade le plus avancé 
de leur développement, les deux types de zygotes ont des phénotypes opposés. Dans le cas des 
gynogénotes, les tissus extra-embryonnaires sont atrophiés, alors que les androgénotes ont de 
meilleurs tissus extra-embryonnaires mais un développement de l’embryon sévèrement retardé 
(McGrath and Solter, 1984; Surani et al., 1984). Ces études ont mené à la notion que le génome 
dérivé de la mère et celui dérivé du père n’étaient pas fonctionnellement équivalents et que les 
deux étaient nécessaires au développement. Le terme d’« empreinte génomique » a été introduit 
à l’époque par Surani pour décrire ces différences fonctionnelles entre les deux haplogénomes 
introduites lors de la gamétogenèse (Surani et al., 1984).  
Cette notion a été précisée par des études de génétique chez la souris. En effectuant des 
croisements de souches avec des translocations chromosomiques, il est possible de générer des 
souris présentant des disomies uniparentales (UPD). Ces souris ont un génome équilibré, mais 
pour un chromosome donné, ou pour une région chromosomique donnée, elles possèdent deux 
chromosomes provenant du même parent, et aucun provenant de l’autre parent. En utilisant des 
souris UPD pour le chromosome 11, Cattanach and Kirk (1985) ont montré que ces souris 
avaient des phénotypes précis qui différaient selon que la disomie était d’origine paternelle ou 
maternelle. Ils ont montré que c’était seulement la partie proximale du chromosome 11 qui était 
responsable de ces phénotypes (Cattanach and Kirk, 1985). Ceci a suggéré l’existence de gènes, 
localisés dans des régions chromosomiques précises, dont le fonctionnement était différent selon 

















Figure I-4 Les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale sont exprimés préférentiellement à partir 
d’un seul allèle, en fonction de l’origine parentale du chromosome qui le porte. Pat/Mat : allèles paternel (bleu) 
et maternel (rose). Haut : Selon les règles Mendéliennes de l’hérédité, les deux allèles d’un gène s’expriment (ON) 
ou ne s’expriment pas (OFF), sans différence entre les deux. Bas : pour les gènes soumis à l’empreinte, un seul des 
deux allèles s’exprime, le maternel ou le paternel, selon s’il s’agit d’un gène dit « à expression maternelle » ou « à 


















Gènes soumis à  
l’empreinte génomique parentale 
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La dernière étape de la découverte de l’empreinte génomique parentale a été l’identification de 
gènes soumis à l’empreinte. En 1991, trois équipes ont rapporté le cas des gènes Igf2r, Igf2 et 
H19, exprimés à partir de l’allèle maternel (Igf2r, H19) ou paternel (Igf2) spécifiquement 




2 Les gènes soumis à l’empreinte : définition, fonctions 
 
Les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale (on en connaît aujourd’hui environ 
80 chez la souris) ont une expression monoallélique et spécifique de l’origine parentale : quand 
un gène soumis à l’empreinte s’exprime, un seul des deux allèles est actif, en fonction de 
l’origine parentale du chromosome qui le porte. Il peut donc être exprimé maternellement, c’est-
à-dire que seul l’allèle maternel est actif, ou paternellement, auquel cas seul l’allèle paternel est 
actif (cf. figure I-4).  
Cette définition est peut-être à nuancer par rapport à la réalité de certaines situations. En effet, 
pour certains gènes considérés comme soumis à l’empreinte (voir par exemple le gène Gnas 
traité plus bas), l’expression n’est pas strictement restreinte à un allèle mais seulement biaisée (le 
gène est plus fortement exprimé à partir d’un des deux allèles parentaux spécifiquement). 
D’autre part, il n’est pas rare que des gènes aient une expression soumise à l’empreinte dans 
certains tissus et au cours de certaines phases du développement seulement, et avoir une 
expression biallélique par ailleurs. Consulter (Barlow, 2006) pour une revue générale sur 
l’empreinte chez les mammifères. Cf. figure I-5 pour une liste non exhaustive des 
caractéristiques des gènes soumis à l’empreinte développées plus bas.  
 
On trouve des gènes soumis à l’empreinte chez les thériens (mammifères euthériens + 
marsupiaux) et chez les angiospermes (plantes à fleurs). Le terme d’ « empreinte » est aussi 
utilisé chez certains insectes pour décrire le phénomène d’hétérochromatinisation du génome 
paternel chez les mâles à l’origine de la détermination sexuelle. Dans la suite de ce manuscrit, je 
traite du phénomène d’empreinte chez les mammifères seulement.  
 
La fonction de 26 gènes soumis à l’empreinte a été déterminée par des approches d’invalidation 
génétique chez la souris. Les gènes soumis à l’empreinte exercent des fonctions diverses dans la 
croissance, la prolifération et le métabolisme cellulaire, en particulier dans l’embryon et le 
placenta. Des analyses de microarray à grande échelle ont mis en évidence l’existence d’un 
réseau de gènes soumis à l’empreinte impliqués dans le contrôle de la croissance embryonnaire, 
qui seraient co-régulés au cours du développement. L’existence de ce réseau a été validée par la 
perte et le gain de fonction de Zac1, un membre clef de ce réseau (Varrault et al., 2006). Certains 
gènes sont aussi soumis à l’empreinte après la naissance, et nombre d’entre eux sont liés à des 
phénotypes comportementaux. Les gènes soumis à l’empreinte, avec leur location génomique et 
leur fonction, sont répertoriés sur la base de données de l’Unité de Génétique des Mammifères de 






























Figure I-5 Caractéristiques clefs des gènes soumis à l’empreinte. D’après (Barlow, 2006).  
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3 La plupart des gènes soumis à l’empreinte sont régulés en 
cluster par des centres d’empreinte 
 
Les quelques 80 gènes soumis à l’empreinte connus aujourd’hui sont localisés sur 10 
chromosomes différents chez la souris, avec une majorité regroupée en « clusters » de 3 à 15 
gènes. On dénombre seulement trois chromosomes (chromosomes 2, 14 et 18) porteurs de gènes 
isolés soumis à l’empreinte, contre 11 clusters sur les chromosomes 2, 6, 7, 9, 11, 12, 15 et 17 
(Barlow, 2006). Ces clusters représentent de larges régions chromosomiques de l’ordre de la 
mégabase où gènes à expression maternelle, paternelle et biallélique se côtoient. Un cluster 
contient généralement plusieurs gènes codant pour des protéines et au moins un ARN non-
codant. Cette organisation laisse présager qu’un mécanisme en cis pourrait réguler l’expression 
coordonnée des gènes d’un cluster, à partir d’une séquence d’ADN. Six clusters de gènes soumis 
à l’empreinte sont bien décrits : les domaines Air/Igf2r, Kcnq1, Gnas, Igf2/H19, Dlk1-Gtl2 et 
Snurf-Snrpn, désignés par les noms de gènes principaux qu’ils contiennent.  
 
Chacun de ces six clusters est sous le contrôle d’un élément crucial défini comme un centre 
d’empreinte (parfois appelé IC pour imprinting centre) qui régule l’ensemble des gènes du 
cluster à distance. Les centres d'empreinte sont des séquences riches en dinucléotides CpG (la 
plupart correspondent à des îlots CpG) qui peuvent s’étendre sur plusieurs kb. Il acquiert une 
méthylation différentielle sur les chromosomes paternel et maternel au cours de la gamétogenèse 
(cf. paragraphe suivant). on consultera (Edwards and Ferguson-Smith, 2007) pour une revue sur 





4 Les allèles maternels et paternels des gènes soumis à 
l’empreinte portent des marques différentielles 
 
 Concernant l’expression des gènes soumis à l’empreinte, le challenge pour la cellule est 
de reconnaître les allèles maternels et paternels comme tels. En vue de cette reconnaissance, les 
régions chromosomiques soumises à l’empreinte portent des marques spécifiques de leur origine 
parentale. Bien que la nature de ces marques de distinction ne soit pas complètement comprise, 
on sait qu’il s’agit de marques épigénétiques, c’est-à-dire qu’elles n’affectent pas la séquence de 
l’ADN. (Reinhart and Chaillet, 2005) est une revue exhaustive de ces marques. Je traiterai dans 
ce chapitre des marques les mieux connues et dont on sait qu’elles sont impliquées dans la 
mécanistique de l’empreinte, à savoir la méthylation de l’ADN, les modifications post-
traductionnelles des histones et la présence d’ARN non-codants.  
D’autres propriétés des loci soumis à l’empreinte, comme la réplication asynchrone des allèles en 
phase S, leur positionnement dans le noyau, l’hypersensibilité à la DNaseI spécifique d’un allèle, 
et les différences de recombinaison méiotique entre les deux haplogénomes parentaux pourraient 
aussi servir de marques. Néanmoins, le lien entre ces propriétés et les mécanismes de l’empreinte 















Figure I-6 Acquisition et effacement de l’empreinte au cours du développement des mammifères. D’après 
(Barlow,  2006). Les marques sont acquises dans les gamètes; donc, les ovocytes et les spermatozoïdes portent déjà 
des chromosomes marqués (ce sont les empreintes de la première génération). Après la fertilisation, quand 
l’embryon est diploïde, les marques sont maintenues sur le même chromosome parental après chaque division des 
cellules de l’embryon, des annexes extra-embryonnaires et de l’adulte. Les cellules germinales sont formées dans les 
gonades embryonnaires, et les marques sont effacées dans ces cellules avant la détermination sexuelle. Dans un 
embryon qui se développe en mâle, les gonades se différencient pour former des testicules et pour produire des 
spermatozoïdes haploïdes avec des marques paternelles sur leurs chromosomes. Dans les embryons femelles, les 
chromosomes dans les ovaires acquièrent un profil de marques maternelles. Ce sont les marques de la deuxième 
génération.  
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4.1 Les méthylations de l’ADN 
 
L’ADN des vertébrés peut être méthylé sur la position 5 de la cytosine par des ADN 
méthyltransférases. De nombreuses régions différentiellement méthylées (DMRs) sont trouvées à 
proximité de gènes soumis à l’empreinte. Il s’agit de séquences qui ont des patrons de 
méthylation différents sur l’allèle paternel et l’allèle maternel. On distingue deux types de DMRs 
au sein des gènes soumis à l’empreinte. 1) Les DMRs somatiques, ou secondaires, sont établies 
après la fertilisation. 2) Les DMRs dérivées de la lignée germinale, pour lesquelles la 
méthylation différentielle est acquise lors de la gamétogenèse et est maintenue au cours du 
développement. Ces DMRs ont un rôle crucial, puisque nombre d’entre elles remplissent la 
fonction d’IC.  
 
Dans les gamètes de chaque individu, les marques sont effacées puis remplacées par des marques 
spécifiques de leur sexe. On parle du « cycle de l’empreinte » pour évoquer l’établissement des 
marques dans la lignée germinale, leur maintien dans le soma, et leur effacement dans la lignée 
germinale avant l’établissement des nouvelles marques en fonction du sexe de l’individu (cf. 
figure I-6).  
 
- Etablissement des méthylations dans la lignée germinale. Deux enzymes sont impliquées 
dans l’établissement des marques : Dnmt3a, une méthyltransférase de novo et Dnmt3l, un 
régulateur de méthyltransférases. Un modèle de KO conditionnel de dnmt3a dans les 
cellules germinales montre que l’enzyme est requise pour l’établissement de la plupart 
des méthylations testées dans les gamètes femelles et mâles (Kaneda et al., 2004). En 
contexte de KO de dnmt3l, les empreintes maternelles et paternelles de méthylations sont 
défectives (Bourc'his et al., 2001; Kaneda et al., 2004; Webster et al., 2005).  
Le moment de l’acquisition des méthylations maternelle-spécifiques a été étudié par 
plusieurs groupes. Chez la femelle, d’après des études de cinétique de méthylations aux 
régions Snrpn, Igf2r, Peg1, Peg3 (Lucifero et al., 2004; Lucifero et al., 2002), et 
HYMAI/PLAGL1 IC (Arima and Wake, 2006), les marques spécifiques de l’origine 
maternelle sont apposées après la naissance dans des ovocytes en croissance. Le moment 
précis où la méthylation est complète diffère selon les gènes.  
 
- Maintenance des méthylations. A l’inverse de Dnmt3a et Dnmt3l qui introduisent des 
méthylations de novo sur l’ADN, Dnmt1 est une méthyltransférase de maintenance 
(Yoder et al., 1997). Dnmt1, ou son isoforme Dnmt1o dans les ovocytes, est nécessaire à 
la maintenance des méthylations et donc à l’expression correcte des gènes soumis à 
l’empreinte (Howell et al., 2001; Li et al., 1993).  
Immédiatement après la fertilisation, les génomes maternel et paternel subissent une 
vague massive de déméthylation. Les méthylations des DMRs impliquées dans 
l’empreinte résistent à ces déméthylations. Récemment, le facteur maternel PGC7/Stella a 
été impliqué dans la protection de certains centres d’empreinte contre ces déméthylations 
(Nakamura et al., 2007).  
 
- Effacement des marques dans la lignée germinale. Chaque individu a besoin d’effacer ses 
marques maternelles et paternelles afin d’en réapposer en fonction de son sexe, et de 
transmettre à son tour des marques parentales soit paternelles (pour les individus mâles) 
soit maternelles (pour les individus femelles). L’effacement a lieu dans les cellules 
germinales primordiales. Le moment précis de l’effacement semble varier selon les 
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gènes, mais il serait compris entre les jours 10.5 et 14 de gestation chez la souris. Ce 
stade a été déterminé par des études indépendantes sur la cinétique des méthylations dans 
les cellules germinales primordiales à plusieurs régions soumises à l’empreinte : le centre 
d’empreinte du locus Dlk1-Gtl2 (Hiura et al., 2007), Igf2r (Sato et al., 2003), Kcnq1, 
Peg3, Snrpn et H19 (Davis et al., 2000; Hajkova et al., 2002).   
 
 
4.2 Les modifications post-traductionnelles des histones 
 
Les extrémités NH2-terminales des histones sont sujettes à des modifications post-
traductionnelles qui influencent l’expression des gènes. Les modifications des histones ont été 
examinées à proximité de nombreux gènes soumis à l’empreinte ainsi qu’au niveau de certains 
centres d'empreinte (passées en revue dans (Reinhart and Chaillet, 2005)). D’après ces études, il 
y aurait une corrélation entre l’expression différentielle des gènes soumis à l’empreinte et les 
modifications différentielles des histones. D’autre part, des différences alléliques de 
modifications des histones sont souvent trouvées dans des régions dont l’ADN est 
différentiellement méthylé.  
Des évidences concernant l’implication des modifications des histones dans l’empreinte viennent 
d’études montrant la participation des protéines du groupe Polycomb (PcG) dans la régulation de 
l’expression des gènes soumis à l’empreinte. Les protéines PcG sont impliquées dans la 
régulation de l’expression de gènes du développement et du cycle cellulaire. Le complexe 
Eed/Ezh2 possède une activité histone méthyltransférase et interagit avec des protéines de 
modifications des histones. Dans des souris Eed KO, certains gènes soumis à l’empreinte 
normalement exprimés à partir de l’allèle maternel, deviennent à expression biallélique. Cette 
perte de l’empreinte ne va pas forcément de pair avec des perturbations des méthylations 
différentielles de l’ADN (Mager et al., 2003).   
  
 
4.3 Les ARNs non-codants 
 
Sur les 12 clusters de gènes soumis à l’empreinte identifiés, huit contiennent au moins un 
ARN non-codant (O'Neill, 2005). Les six clusters précédemment cités sont comptés parmi eux. 
Les ARNs non-codants soumis à l’empreinte sont de natures diverses (Royo et al., revue en 
annexe). Certains sont exceptionnellement longs : Air et Kcnq1ot1 mesurent 108kb et 60kb 
respectivement ; le record est détenu par les ARNs non-codants des loci Snurf-Snrpn et Dlk1-
Gtl2, qui pourraient s’étendre sur plusieurs centaines de kilobases (on prédit des unités de 
transcription mesurant jusqu’à 1Mb). A l’inverse, H19 mesure à peine 2.3kb. Ces ARNs non-
codants ont souvent des patrons d’épissage complexe, avec des promoteurs et sites de 
polyadénylation alternatifs mal caractérisés. Les domaines soumis à l’empreinte abritent aussi 
des petits ARNs non-codants de type snoARN et microARN (Royo et al., 2006; Seitz et al., 
2004b).  
Dans deux cas au moins (aux loci Air/Igf2r et Kcnq1), l’activité du gène non-codant est 
directement impliquée dans la régulation de l’empreinte de son locus (Pauler et al., 2007). 
D’autres exemples pourraient être découverts. Au contraire, l’ARN non-codant H19 serait 
dispensable à l’empreinte du cluster Igf2/H19. Les paragraphes qui suivent traitent des ARNs 
































Figure I-7 Carte du locus Air/Igf2r (position chromosomique 17pA2 chez la souris). 
L’expression spécifique de l’origine parentale des gènes au locus Air/Igf2r est montrée. L’ARN 
non-codant figure en gros caractères. Le chromosome paternel (pat) est en haut, le chromosome 
maternel (mat) en bas. Les rectangles roses et bleus signalent la présence des promoteurs actifs 
des gènes à expression maternelle ou paternelle respectivement. Les flèches indiquent 
l’orientation et l’étendue de la transcription. Les gènes du cluster qui ne sont pas soumis à 
l’empreinte sont en noir. La région différentiellement méthylée héritée de la lignée germinale est 
indiquée (cercle) en noir sur la copie hyperméthylée (M) et en blanc sur la copie hypométhylée. 
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1 L’ARN non-codant Air et la régulation de l’empreinte au 
locus Air/Igf2r 
 
 Une carte du locus soumis à l’empreinte Air/Igf2r (position chromosomique 17qA1 chez 
la souris) est montrée dans la figure I-7. Le locus contient trois gènes codant pour des protéines à 
expression maternelle : Igf2r (insulin growth factor 2 receptor) code pour un récepteur 
multifonctionnel essentiel pour la viabilité embryonnaire ; c’est le premier gène soumis à 
l’empreinte découvert (Barlow et al., 1991) ; Slc22a2 et Slc22a3 (Zwart et al., 2001) codent pour 
deux transporteurs de cations transmembranaires. Le locus de souris contient un gène à 
expression paternelle : Air (antisense Igf2r RNA), un gène non-codant transcrit en orientation 
opposée par rapport à Igf2r. Le promoteur de Air est localisé dans le deuxième intron d’Igf2r ; sa 
transcription chevauche le gène Igf2r sur 29kb pour se terminer 108kb en aval dans le dernier 
intron d’un gène flanquant nommé Mas1, qui n’est pas soumis à l’empreinte (Lyle et al., 2000).  
 
Le gène non-codant Air est transcrit par l’ARN polymérase II et génère un ARN coiffé et 
polyadénylé. Cet ARN est assez atypique : l’isoforme majoritaire de Air est très longue (108kb), 
riche en répétitions, et n’est ni épissée ni exportée dans le cytoplasme. De rares variants existent, 
ayant parfois subi un épissage partiel ou présentant des sites alternatifs d’initiation de la 
transcription, dont certains peuvent être exportés vers le cytoplasme. Cependant, aucun de ces 
variants ne contient de cadre ouvert de lecture (Lyle et al., 2000; Seidl et al., 2006). L’ARN Air 
est détecté en ARN FISH sous la forme d’un signal ponctué par noyau, qui représente 
certainement les transcrits naissants au site de transcription paternel (Braidotti et al., 2004).  
 
La recherche de régions différentiellement méthylées sur 100kb autour d’Igf2r a permis d’isoler 
deux DMRs (Stoger et al., 1993). L’une coïncide avec le promoteur d’Igf2r ; elle est 
hyperméthylée sur l’allèle paternel, qui est silencieux pour Igf2r. C’est une DMR somatique (la 
méthylation est acquise seulement après l’implantation de l’embryon). La seconde DMR 
correspond au promoteur de Air dans l’intron 2 d’Igf2r ; elle est hyperméthylée sur l’allèle 
maternel – celui qui est silencieux pour Air. Cette DMR est dérivée de la lignée germinale : la 
méthylation y est acquise dans l’ovocyte (Stoger et al., 1993). Dans des souris KO où la DMR du 
promoteur de Air a été éliminée de l’allèle paternel, l’empreinte d’Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 est 
perdue (c’est-à-dire que leur expression devient biallélique). Par définition, cette DMR est donc 
un centre d’empreinte pour le locus. La même délétion n’a pas d’effet sur l’empreinte du locus 
quand elle est héritée de la mère (Wutz et al., 1997; Zwart et al., 2001). A l’opposé, chez des 
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souris déficientes pour le maintien des méthylations de l’ADN (souris KO pour dnmt1), Air est 
deux fois plus exprimé qu’en contexte sauvage et Igf2r est silencieux sur les deux allèles (Li et 
al., 1993; Seidl et al., 2006).  
  
Des modèles de souris KO construits dans le laboratoire de Denise Barlow ont établi l’activité du 
gène Air comme responsable de la mise en silence allèle-spécifique des gènes Igf2r, Slc22a2 et 
Slc22a3. Comme mentionné précédemment, des souris délétées pour le promoteur de Air perdent 
totalement la répression associée aux trois gènes à expression paternelle (Wutz et al., 1997; 
Zwart et al., 2001). Or la région délétée contient la DMR critique; est-ce la DMR qui est 
responsable de la répression spécifique de l’origine parentale, ou est-ce le gène non-codant Air 
lui-même ? La réponse provient d’un modèle murin ingénieux établi afin d’empêcher 
l’expression de Air sans affecter la séquence du centre d’empreinte. Ceci a été réalisé en insérant 
un site de polyadénylation 3kb après le site d’initiation de la transcription, de sorte que la DMR 
est intact, Air maintient son expression soumise à l’empreinte mais l’ARN est tronqué à 4% de sa 
taille. Dans ce cas, Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 acquièrent une expression biallélique (Sleutels et 
al., 2002). En parallèle, la méthylation du promoteur d’Igf2r est perdue.  
Quand le promoteur d’Igf2r est remplacé par un autre promoteur, ou quand il est entièrement 
délété, le statut d’empreinte des gènes du locus n’est pas affecté : Air est exprimé paternellement 
alors que Slc22a2 et Slc22a3 sont exprimés maternellement (Sleutels et al., 2003). Ceci exclut 
tout rôle pour Igf2r et son promoteur (qui est situé dans une DMR) dans la régulation de 
l’empreinte du locus. Ca montre aussi que le chevauchement de 20kb entre Air et Igf2r est 
dispensable pour l’empreinte des gènes.  
 
Alors que la fonction de Air dans la répression monoallélique d’Igf2r, Slc22a2 et Slc22a3 a été 
établie de manière incontestable chez la souris (Sleutels et al., 2002), une recherche 
bioinformatique couplée à des techniques de biologie moléculaire montrent que l’ARN non-
codant Air est absent de manière notable chez l’opossum (Weidman et al., 2006), un mammifère 
métathérien chez qui Igf2r est pourtant exprimé maternellement (Killian et al., 2000). Aucune 
homologie pour le centre d’empreinte murin n’est trouvée non plus (Killian et al., 2000). Ces 
études suggèrent fortement que les propriétés nécessaires à l’expression monoallélique du locus 
homologue murin sont dispensables pour l’empreinte d’Igf2r chez l’opossum. Les mécanismes 
de régulation de l’expression soumise à l’empreinte d’Igf2r semblent donc être différents entre 
les sous-classes euthériens/métathériens des mammifères.  
Chez l’Homme, c’est l’exact opposé qui s’applique : les marques sont là, mais pas l’empreinte. 
Après la divergence d’opinion à propos du statut d’empreinte d’Igf2r, une étude rigoureuse a 
permis de conclure qu’Igf2r n’est pas soumis à l’empreinte chez l’Homme (Killian et al., 2001). 
Les auteurs proposent que l’expression allèle-spécifique d’Igf2r est perdue avec la lignée des 
primates. Aucun homologue de Air n’a été trouvé chez l’Homme (Oudejans et al., 2001), malgré 
la présence d’une DMR dans l’intron 2 d’Igf2r (chez la souris, l’intron 2 d’Igf2r héberge la DMR 
qui sert de promoteur à Air et de centre d’empreinte au locus) (Riesewijk et al., 1996; Smrzka et 
al., 1995). Ceci montre que la méthylation différentielle de l’intron 2 d’Igf2r n’est pas suffisante 
pour l’expression soumise à l’empreinte.  
Une discussion exhaustive sur l’empreinte d’Igf2r dans diverses espèces peut être consultée dans 
(Vu et al., 2006).  
 
Les partisans de l’implication de Air dans l’empreinte de son locus ont longtemps été montrés du 
doigt par rapport au fait que dans le cerveau de souris, Igf2r n’est pas soumis à l’empreinte, 


































Figure I-8 Carte du locus Kcnq1 (position chromosomique 7qF5 chez la souris). 
L’expression spécifique de l’origine parentale des gènes au locus Kcnq1 est montrée. L’ARN 
non-codant figure en gros caractères. Le chromosome paternel (pat) est en haut, le chromosome 
maternel (mat) en bas. Les rectangles roses et bleus signalent la présence des promoteurs actifs 
des gènes à expression maternelle ou paternelle respectivement. Les flèches indiquent 
l’orientation et l’étendue de la transcription. Les gènes du cluster qui ne sont pas soumis à 
l’empreinte sont en noir. La région différentiellement méthylée héritée de la lignée germinale est 
indiquée (cercle) en noir sur la copie hyperméthylée (M) et en blanc sur la copie hypométhylée. 
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différents types cellulaires indépendamment, du statut d’empreinte des deux gènes (Yamasaki et 
al., 2005). Les deux gènes ont une empreinte réciproque dans des cellules gliales primaires, alors 
que l’empreinte d’Igf2r est relaxée de manière concomitante à la perte d’expression de Air dans 
des neurones primaires. Les auteurs postulent que la perte d’empreinte d’Igf2r reportée dans le 
cerveau résulte de la relaxation de son empreinte dans les neurones, expliquée par l’absence de 




2 L’ARN non-codant Kcnq1ot1 se comporte comme Air pour 
réguler l’empreinte de son locus 
 
 Une carte schématique du domaine Kcnq1 soumis à l’empreinte génomique parentale 
(partie distale du chromosome 7 chez la souris) est montrée dans la figure I-8. Comme au locus 
Air/Igf2r, le domaine Kcnq1 contient une série de gènes exprimés maternellement (au moins 
huit) et un gène unique et non-codant exprimé paternellement. Parmi les gènes maternels, on 
trouve Ascl2, qui code pour un facteur de transcription spécifique du placenta, Cdkn1c (cyclin 
dependant kinase inhibitor) et Kcnq1 qui code pour un canal à potassium. Le gène exprimé à 
partir de l’allèle paternel, Kcnq1ot1 (Kcnq1 overlapping transcript), est non-codant et s’étend sur 
~60kb en orientation antisens par rapport à Kcnq1, à partir d’un promoteur situé dans le dixième 
intron du gène Kcnq1 (Smilinich et al., 1999).  
 
Au locus Air/Igf2r, le centre d’empreinte correspond au promoteur du gène de l’ARN non-codant 
(Air), qui est spécifiquement méthylé sur le chromosome maternel (celui qui n’exprime pas 
l’ARN non-codant). La situation est équivalente au locus Kcnq1: le promoteur de Kcnq1ot1 est 
situé au niveau d’un îlot CpG qui est hypométhylé sur le chromosome paternel et hyperméthylé 
sur le chromosome maternel (Mancini-Dinardo et al., 2006; Smilinich et al., 1999). Quand il est 
délété du chromosome paternel, tous les gènes exprimés maternellement qui ont été testés 
acquièrent une expression biallélique (Fitzpatrick et al., 2002; Mancini-Dinardo et al., 2006). 
Cette DMR constitue donc le centre d’empreinte pour le locus. L’expression des gènes est 
soumise à l’empreinte de manière comparable au contexte sauvage est trouvée quand la délétion 
est héritée maternellement (Fitzpatrick et al., 2002; Mancini-Dinardo et al., 2006).  
 
Les homologies entre les loci des ARNs non-codants Kcnq1ot1 et Air ont conduit l’équipe de 
SM Tilghman à générer un modèle murin avec un signal d’arrêt de la transcription peu après le 
point de début de transcription de Kcnq1ot1 (Mancini-Dinardo et al., 2006). Les souris qui 
héritent de la mutation par leur père expriment l’ARN non-codant Kcnq1ot1 tronqué et soumis à 
l’empreinte ; elles perdent en outre l’empreinte de tous les autres gènes du cluster. Ceci définit la 
production de l’ARN non-codant comme un élément critique du mécanisme d’empreinte du 
locus. Ces résultats avaient été préalablement obtenus dans un système artificiel de transfection 
permettant l’étude de l’activité de répresseur du promoteur de Kcnq1ot1 sur des gènes 
rapporteurs ; l’interruption de la transcription de Kcnq1ot1 par une polyadénylation prématurée 
mène à la perte de la mise en silence (Thakur et al., 2004). D’autres expériences ont corrélé la 
longueur du transcrit Kcnq1ot1 à l’efficacité de la répression. Des ARNs tronqués de 4.9 à 9.2kb 
ont été générés ; les transcrits les plus longs répriment les gènes rapporteurs et permettent la 
propagation de marques répressives de la chromatine de manière plus efficace que les transcrits 
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plus courts (Kanduri et al., 2006). Ces études montrent que comme pour Air, l’activité du gène 




3 Modèles de mise en silence par Air et Kcnq1ot1 
 
 Les régulations aux loci soumis à l’empreinte Air/Igf2r et Kcnq1 ont de nombreux points 
en commun : un long ARN non-codant est exprimé à partir du chromosome paternel 
spécifiquement, et ce grâce à un promoteur différentiellement méthylé (le promoteur est 
hyperméthylée sur l’allèle maternel, qui de ce fait est silencieux) ; la production de l’ARN non-
codant a un effet répresseur bidirectionnel en cis sur les gènes chevauchants et non-
chevauchants.  
 
La troncation des transcrits Air et Kcnq1ot1 dérégule l’empreinte de leur locus respectif 
(Mancini-Dinardo et al., 2006; Sleutels et al., 2003). Ces expériences suggèrent un rôle des 
ARNs non-codants dans la répression. Cependant, insérer un site de polyadénylation – en plus 
d’empêcher la production du transcrit pleine taille – a un effet sur la transcription : la processus 
de transcription prend fin prématurément avant le site sauvage de polyadénylation, la fréquence 
de passage de l’ARN polymérase au travers du gène est plus faible, et il se peut que la structure 
de la chromatine soit affectée. Est-ce l’ARN non-codant ou la transcription per se qui est 
responsable de la mise en silence ? Aucune expérience évidente n’apportera la réponse ; 
cependant, l’identification de séquences au sein du transcrit qui seraient essentielles à la 
régulation pourrait être informative. Dans cet esprit, une séquence candidate composée de cinq 
répétitions conservées à l’extrémité 5’ de Kcnq1ot1 a été testée. Cependant, la délétion de cette 
séquence est sans effet sur l’expression monoallélique des gènes du locus, montrant que cette 
séquence est dispensable pour l’empreinte du domaine (Mancini-Dinardo et al., 2006). Alors que 
chacun attend impatiemment d’entendre parler d’autres séquences candidates, personne ne sait 
comment Air et Kcnq1ot1 régulent l’empreinte de leur locus. Comme pour compenser cette 
lacune, le sujet est au centre d’un débat actif et stimulant. Les modèles actuels qui pourraient 
rendre compte de la répression allèle-spécifique par l’activité des gènes Air et Kcnq1ot1 sont 
décrits plus bas.  
 
 
3.1 Les modèles basés sur un rôle de l’ARN  
 
 La régulation de l’empreinte par Air et Kcnq1ot1, comme celle de l’inactivation du X par 
Xist, met en jeu l’expression d’un ARN non-codant qui corrèle avec la mise en silence de gènes 
en cis. Il est donc logique de considérer un modèle basé sur le mode d’action de Xist : les ARNs 
Air et Kcnq1ot1 pourraient s’étendre sur leur domaine respectif et recruter des facteurs de mise 
en silence (Mancini-DiNardo et al., 2003; Sleutels et al., 2002). Des expériences de FISH visant 
à tester le coating éventuel des régions soumises à régulation par Air ou Kcnq1ot1 seraient 
informatives sur la validité de ces hypothèses.  
De manière alternative, l’ARN interférence (ARNi) pourrait être impliquée. L’ARNi est un 
procédé de mise en silence post-transcriptionnelle qui a lieu en trans et qui est guidée par des 
ARNs. Etant donné que Air et Kcnq1ot1 sont antisens à un gène soumis à leur répression (à 










Figure I-9 Modèles de régulation de l’empreinte au locus Air/Igf2r par interférence à transcription. Dans ces 
modèles, un élément régulateur clef est localisé dans l’unité de transcription de Air. A) L’élément clef est un 
activateur. La transcription à travers la séquence activatrice déplace ou inhibe la liaison d’un complexe cis-
activateur sur le chromosome paternel. B) L’élément clef est un répresseur. Ce motif nécessite la transcription pour 
que des protéines viennent se lier et réprimer l’expression des gènes en cis. C) la présence d’un élément frontière 
empêche l’activation de promoteurs par un activateur. L’activité insulatrice dépend de la liaison de protéines 
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été proposé (Sleutels et al., 2002; Thakur et al., 2004) que l’ARN non-codant pourrait être 
maturé en petits ARNs qui pourraient recruter la machinerie de l’ARNi et mettre en silence leur 
gène cible antisens. Dans ce modèle cependant, il est difficile d’expliquer comment l’effet de 
mise en silence s’étendrait aux gènes adjacents et comment la répression serait restreindrait aux 
transcrits paternels seulement. Un puissant contre-argument de ce modèle provient de données 
sur le locus Air/Igf2r, pour lequel il a été montré que la transcription chevauchante entre Air et 
Igf2r était dispensable pour l’empreinte du locus (Sleutels et al., 2003). Sans transcription 
chevauchante, la formation d’ARNs sens/antisens de la machinerie de l’ARNi est peu crédible.  
 
 
3.2 Les modèles basés sur un rôle de la transcription  
 
Dans ces modèles, ce n’est pas l’ARN non-codant lui-même mais le fait de transcrire son 
gène qui est le facteur déclencheur de la répression. La transcription à travers l’unité de 
transcription du gène non-codant pourrait engendrer des changements dans la topologie de la 
chromatine capables de favoriser le recrutement de complexes de répression de la chromatine en 
cis (Mancini-Dinardo et al., 2006). Ce modèle n’implique la présence d’aucun élément clef dans 
l’unité de transcription du gène non-codant.  
 
Dans les modèles alternatifs présentés dans ce paragraphe (pleinement décrits dans (Pauler et al., 
2007) cf. aussi figure I-9), la transcription du gène non-codant interfère avec un élément 
régulateur clef. Cet élément est situé dans l’unité de transcription du gène non-codant et exerce 
un effet en cis et à longue distance sur l’ensemble des gènes du locus (ceux qui sont soumis à la 
régulation). L’effet régulateur s’exerce ou non selon si la transcription du gène non-codant 
s’effectue ou ne s’effectue pas. Puisque l’ARN non-codant est exprimé à partir d’un seul allèle 
(expression monoallélique due à la méthylation différentielle de son promoteur), les gènes cibles 
auront une expression allèle-spécifique aussi. On peut imaginer trois types d’élément régulateur : 
il peut s’agir d’un activateur, d’un répresseur ou d’un élément frontière.  
 
- Modèles de régulation par interférence avec un activateur. Dans ce cas de figure, sur 
l’allèle silencieux pour l’ARN non-codant, l’élément activateur favorise la liaison de 
protéines activatrices, par exemple appartenant à la machinerie de la polymérase II ou à 
des complexes de modifications des histones. Ces protéines imposent aux gènes voisins 
d’être exprimés en cis. Sur l’autre allèle, l’ARN non-codant est exprimé ; la machinerie 
de transcription traverse continuellement la séquence du gène non-codant, et empêche la 
liaison des protéines activatrices à l’élément régulateur. En l’absence d’activation, les 
gènes voisins sont silencieux.  
Dans un modèle dérivé, l’activateur est compétent pour l’activation sur les deux allèles. 
Mais sur l’allèle où le gène non-codant est exprimé, la transcription induit la formation 
d’une boucle de chromatine contenant l’activateur. Cette boucle isole l’élément activateur 
des promoteurs des gènes cibles, qui de ce fait ne sont pas exprimés.  
 
- Modèle de régulation par interférence avec un répresseur. L’unité de transcription du 
gène non-codant contient un élément répresseur. Il est lié spécifiquement à des 
complexes de mise en silence quand la transcription le traverse. Le mouvement le l’ARN 
polymérase favorise un état particulier de la chromatine tout au long du gène non-codant, 
propice à accueillir des protéines qui répriment l’expression des gènes en cis. Sur l’allèle 
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homologue, aucun complexe répresseur n’est présent sur la chromatine dont la structure 
n’est pas permissive à leur liaison ; les gènes de cet allèle sont actifs par défaut.  
 
- Modèle de régulation par un élément frontière. Un élément frontière est un motif d’ADN 
lié par des protéines qui empêchent les promoteurs localisés d’un côté de l’élément d’être 
activés par des activateurs localisés de l’autre côté. Dans le cas présent, les protéines 
insulatrices ont besoin de la transcription de l’ARN non-codant pour exercer leur effet 
insulateur sur les promoteurs des gènes soumis à régulation (ceci prend place sur l’allèle 
à partir duquel l’ARN non-codant est transcrit). Sans effet d’insulation sur l’autre l’allèle, 
les gènes cibles sont activés. Ce modèle est inspiré du mode de régulation du locus 
Igf2/H19 ; il est cependant très spéculatif tant qu’aucun élément frontière n’aura été 
identifié dans les loci Air/Igf2r et Kcnq1.  
 
 
3.3 Le modèle de la compartimentalisation  
 
Ce modèle s’appuie sur le concept que la transcription est organisée d’un point de vue 
spatiale dans le noyau. Par exemple, les gènes exprimés à partir de différents chromosomes et 
des ARN polymérases sont enrichies en compartiments subnucléaires spécialisés appelés les 
usines à transcription, ou « transcription factories » en anglais (Misteli, 2007). Il a été proposé 
(Pauler et al., 2007) que la transcription des ARNs non-codants Air et Kcnq1ot1 pourrait avoir 
lieu dans des compartiments nucléaires particuliers desquels seraient exclus des facteurs clefs de 
la transcription et de la maturation des ARNm. Ceci empêcherait donc la transcription des gènes 
situés à proximité. Ce modèle spéculatif est basé sur le mode d’action de Xist, dont on sait qu’il a 
la faculté de créer un micro-environnement dépourvu en ARN polymérase II à la base de la 






















































Figure I-10 Carte du locus Gnas (position chromosomique 2qH4 chez la souris). L’expression spécifique de 
l’origine parentale des gènes au locus Gnas est montrée. Les ARNs non-codants figurent en gros caractères. Le 
chromosome paternel (pat) est en haut, le chromosome maternel (mat) en bas. Les rectangles roses et bleus signalent 
la présence des promoteurs actifs des gènes à expression maternelle ou paternelle respectivement. Les flèches 
indiquent l’orientation (mais pas l’étendue) de la transcription. Les pointillés sont là pour signaler que le transcrit 
s’étend en aval pour s’épisser au niveau du deuxième exon de Gnas. La région différentiellement méthylée héritée 
de la lignée germinale est indiquée (cercle) en noir sur la copie hyperméthylée (M) et en blanc sur la copie 














Une carte qui schématise le locus Gnas (chromosome distal 2 chez la souris) est présente 
dans la figure I-10, et le lecteur peut consulter (Peters et al., 2006) pour une revue récente sur le 
contrôle de l’empreinte au locus Gnas. Le lecteur est invité à s’appuyer sur la figure I-10 pour 
une bonne compréhension de l’organisation très complexe de ce locus. Le domaine Gnas est 
caractérisé par un profil de gènes chevauchants, qui génèrent des transcrits à partir de promoteurs 
alternatifs et qui partagent tous des exons en 3’ ; ces ARNs sont exprimés soit à partir de l’allèle 
maternel soit à partir de l’allèle paternel. Ils sont initiés à partir d’au moins quatre promoteurs et 
tous sont épissés au niveau de l’exon 2 de Gnas. L’ARN Gnas (c’est l’ARN qui dérive du 
promoteur Gnas) est traduit en Gsα, la sous-unité α de la protéine G ; il est principalement 
biallélique, sauf dans certains tissus où il a une expression maternelle (à savoir dans les tubules 
rénaux proximaux et la graisse). Le promoteur du gène Exon1A est situé à 2.5kb en 5’ du premier 
exon de Gnas ; il génère un ARN non-codant qui est exprimé paternellement. XLαs est transcrit à 
partir d’un promoteur situé à ~30kb en amont de l’exon 1 de Gnas, et est traduit en Gnasxl 
(protéine Gnas extra large); il est exprimé paternellement. La transcription de Nesp est initiée à 
partir d’un promoteur situé 45kb en 5’ de l’exon 1 de Gnas et code pour une protéine de 
sécrétion ; Nesp est exprimé maternellement. Indépendamment, le gène Nespas (Nesp antisense) 
a une unité de transcription antisens et non-codante qui débute 2kb en amont du site d’initiation 
de la transcription de Gnasxl et qui s’étend sur plus de 30kb ; de multiples transcrits non-codants 
Nespas existent, avec des exons alternatifs ; seulement la copie paternelle de Nespas est 
exprimée.  
 
Trois DMRs ont été identifiées dans le locus, toutes sur des promoteurs. La première est une 
région paternellement méthylée qui comprend le promoteur de Nesp (Kelsey et al., 1999; Peters 
et al., 1999) ; la méthylation y est établie après l’implantation (Liu et al., 2000). Une deuxième 
DMR s’étend sur Exon1A et dérive de la lignée germinale (Liu et al., 2000). Sa délétion du 
chromosome paternel dans deux modèles murins établis indépendamment conduit à l’extinction 
de l’expression d’Exon1A (ce qui est attendu puisque le fragment délété comprend le promoteur 
d’Exon1A), et à l’activation de la copie paternelle de Gnas dans les tissus adipeux. L’expression 
des autres gènes, à savoir Nesp, Nespas et Gnasxl n’est pas affectée (Liu et al., 2005; Williamson 
et al., 2004). En somme, cette DMR fonctionne comme un centre d’empreinte avec un effet 
partiel restreint aux gènes Exon1A et Gnas. Une troisième DMR dérivée de la lignée germinale 
contient à la fois le promoteur de Nespas et celui de Gnasxl ; la région est méthylée sur l’allèle 
maternel spécifiquement (Coombes et al., 2003). Une délétion couvrant le promoteur et une 
partie du gène Nespas, mais qui laisse le promoteur minimal de Gnasxl intact, a été établie 
(Williamson et al., 2006). Quand la région manque sur le locus paternel, Nespas n’est plus 
détecté comme attendu ; les gènes paternels (Exon1A et Gnasxl) sont partiellement réprimés 
alors que les transcrits maternels (Nesp et Gnas) acquièrent une expression biallélique. Ceci 
définit la région délétée comme le centre d’empreinte principal du locus vu qu’il affecte le profil 
d’empreinte de tout le domaine. La transmission maternelle de la mutation n’a aucun effet. En 
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outre, un autre effet de la délétion paternelle est observé sur certaines marques de méthylation du 
locus : la méthylation de la DMR Nesp est perdue et la DMR Exon1A est méthylée partiellement 
sur les deux allèles, alors que la méthylation du promoteur de Gnasxl n’est pas modifiée 
(Williamson et al., 2006).  
 
Le gène Nespas ressemble de très près aux gènes Air et Kcnq1ot1. Premièrement, tous sont non-
codants et ont une expression paternelle. Deuxièmement, leur promoteur est méthylé sur l’allèle 
maternel, c’est-à-dire celui qui est silencieux. Troisièmement, ils sont antisens à un gène codant 
avec un statut d’empreinte réciproque. Est-il possible que Nespas soit impliqué dans la régulation 
de l’empreinte de son locus ? Un argument positif provient du KO du promoteur de Nespas. 
Dans ces souris, l’ARN non-codant Nespas est absent de manière concomitante avec la perte de 
l’empreinte du locus. Une expérience d’intérêt majeur serait de tester la troncation prématurée du 
transcrit Nespas sur l’empreinte des autres gènes. Le locus Gnas présente néanmoins des 
différences avec les loci Air/Igf2r et Kcnq1. Premièrement, le domaine Gnas est sous la 
régulation de deux centres d’empreinte : la DMR Nespas est le centre principal et la DMR 
Exon1A contrôle l’expression de Gnas seulement. Deuxièmement, l’ARN non-codant Nespas a 
un statut d’empreinte réciproque avec certains, mais pas tous, des gènes du locus.  
 
Le modèle le plus récent du mécanisme d’action du centre d’empreinte Gnas (Williamson et al., 
2006) met en jeu plusieurs degrés de régulation, l’ARN non-codant Nespas y prenant part. 
Comme la délétion de la DMR Nespas conduit à la méthylation de la DMR Exon1A (Williamson 
et al., 2006), il est proposé qu’une fonction de la DMR Nespas soit de protéger la DMR Exon1A 
contre la méthylation sur le chromosome paternel. A son tour, Exon1A réprime l’expression de 
Gnas sur l’allèle paternel par un mécanisme qui reste à déterminer. D’autre part, la DMR Nespas 
assure l’expression de Gnasxl à partir de l’allèle paternel seulement. La régulation de Nesp est 





























Figure I-11 Carte du locus Igf2/H19 (position chromosomique 7qF5 chez la souris). L’expression spécifique de 
l’origine parentale des gènes au locus Igf2/H19 est montrée. L’ARN non-codant figure en gros caractères. Le 
chromosome paternel (pat) est en haut, le chromosome maternel (mat) en bas. Les rectangles roses et bleus signalent 
la présence des promoteurs actifs des gènes à expression maternelle ou paternelle respectivement. Les flèches 
indiquent l’orientation et l’étendue de la transcription. La région différentiellement méthylée héritée de la lignée 
germinale est indiquée (cercle) en noir sur la copie hyperméthylée (M) et en blanc sur la copie hypométhylée. La 









Fonction de l’ARN non-codant H19 au locus 




 Le cluster Igf2/H19 (cf. carte dans la figure I-11) soumis à l’empreinte génomique 
parentale est situé à ~100kb du locus Kcnq1 sur la partie distale du chromosome 7 de souris. 
Cependant, ces deux loci sont régulés indépendamment. Le domaine contient un seul gène à 
expression maternelle, H19, qui est non-codant ; H19 est transcrit en un ARN non-codant épissé 
de 2.5kb (Bartolomei et al., 1991). Consulter (Gabory et al., 2006) pour une revue récente sur 
l’ARN H19. En 5’ du gène H19, deux gènes codants, Igf2 (insulin growth factor 2) et Ins2 
(insulin 2), ont une expression paternelle.  
 
Quatre DMRs ont été identifiées dans le locus murin. De 5’ en 3’, la première DMR (DMR0) est 
localisée dans un exon en 5’ d’Igf2 et est méthylée sur l’allèle maternel dans le placenta (Moore 
et al., 1997). Les deuxième et troisième DMRs sont localisées immédiatement en 5’ du 
promoteur d’Igf2 (DMR1) et dans l’exon 6 d’Igf2 (DMR2) respectivement, et sont 
hyperméthylées paternellement (Feil et al., 1994). La quatrième, la DMR H19, est dérivée de 
l’ovocyte; c’est une région riche en CpG localisée entre -4 et -2kb par rapport au site d’initiation 
de la transcription de H19 ; elle est méthylée sur le chromosome paternel (celui qui porte la copie 
silencieuse de H19), et hypométhylée sur le chromosome maternel (celui qui exprime H19) 
(Bartolomei et al., 1993; Ferguson-Smith et al., 1993; Warnecke et al., 1998). La délétion de 
cette DMR conduit à la perte de l’empreinte d’Igf2 et de H19. Donc, la DMR H19 est un centre 
d’empreinte. Quand la DMR est absente du chromosome maternel, l’expression d’Igf2 devient 
biallélique et H19 est partiellement réprimé ; quand la DMR est absente du chromosome 
paternel, l’expression de H19 est activée et Igf2 est partiellement réprimé (Thorvaldsen et al., 
1998). Le comportement réciproque des gènes Igf2 et H19 selon que la mutation du centre 
d’empreinte est héritée du père ou de la mère contraste avec le comportement des gènes aux loci 
Air/Igf2r et Kcnq1 (à ces loci, la délétion n’a d’effet que lorsque c’est l’allèle hypométhylé qui 
est muté, c’est-à-dire celui qui produit l’ARN non-codant). Cette réciprocité laisse présager d’un 
mécanisme de régulation complexe pour le centre d’empreinte de ce locus. Ce mécanisme ne 
sera pas traité dans cette section, puisqu’il n’implique pas a priori et sur un plan fonctionnel, 
l’ARN non-codant (cf. paragraphe suivant), sur lequel le présent chapitre est focalisé. Il sera en 
outre évoqué plus bas dans le chapitre 7.  
 
Quand le centre d’empreinte maternel est délété, l’expression biallélique d’Igf2 est corrélée à une 
baisse du taux d’expression du gène non-codant H19 (Thorvaldsen et al., 1998). Ceci a conduit à 
tester le rôle de H19 dans la régulation de l’expression spécifique de l’origine parentale d’Igf2. 
Un modèle de souris avec une délétion Cre-LoxP affectant le gène H19 sur toute sa longueur (du 
site de transcription au signal de polyadénylation) a été généré (Schmidt et al., 1999). Dans ces 
souris, la transcription de H19 est notablement absente, mais la méthylation de la DMR 
gamétique est maintenue ainsi que l’expression paternelle-spécifique d’Igf2 dans le foie et le 
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muscle squelettique (bien qu’une faible expression à partir de l’allèle maternel soit détectée dans 
ce dernier tissu). Les auteurs concluent que l’activité transcriptionnelle du gène H19 est 
dispensable pour l’expression soumise à l’empreinte du gène H19 (Schmidt et al., 1999).  
Depuis ces études, la question de la fonction de H19 est restée en suspens car on sait que des 
souris KO pour H19 sont viables et fertiles (Jones et al., 1998; Leighton et al., 1995a; Ripoche et 
al., 1997; Schmidt et al., 1999). Elles ont une croissance supérieure à la normale, mais cet effet 
est attribué au gain de fonction d’Igf2 plutôt qu’à la perte de H19. Une étude récente montre que 
H19 contient un miARN, miR-675, dans son premier exon (Cai and Cullen, 2007). Les auteurs 
proposent que H19 soit un pri-miARN dont la fonction consiste simplement à générer miR-675, 
qui à son tour pourrait réguler des ARNm du développement. Enfin, H19 a été proposé comme 
pouvant agir comme un oncogène ou comme un suppresseur de tumeur (Barsyte-Lovejoy et al., 
2006; Berteaux et al., 2005; Matouk et al., 2007); (Hao et al., 1993; Juan et al., 2000). 
 
Pour l’anecdote, H19 est devenu populaire depuis les expériences très médiatisées menées par 
Kono et al., il y a trois ans. L’équipe en question est parvenue à mener des embryons 
parthénogénotes au stade adulte, et cet exploit a été rendu possible par un donneur d’ovocyte 




















Figure I-12 Carte des loci SNURF-SNRPN et DLK1-GTL2 chez l’Homme. Ces deux loci présentent une 
organisation génomique originale avec de nombreux ARNs non-codants à empreinte réciproque avec des gènes 
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Les loci Snurf/Snrpn et Dlk1/Gtl2 soumis à l’empreinte génomique parentale partagent de 
nombreux points en commun. En particulier, ils ont une organisation génomique atypique et se 
caractérisent par la présence de nombreux ARNs non-codants. Ces ARNs sont transcrits sur 
plusieurs centaines de kb qui pourraient représenter une unité de transcription unique. Ils 
comptent de nombreuses isoformes, et sont antisens à au moins un gène codant avec un statut 
d’empreinte réciproque dans le locus (passé en revue dans (Royo et al., 2006; Seitz et al., 




1 Unité de transcription complexe dans la région Snurf-Snrpn 
 
1.1 Description du locus Snurf-Snrpn 
 
 La carte schématisant l’intervalle chromosomique 15q11q13 chez l’Homme 
(correspondant au chromosome 7, partie centrale chez la souris) est présentée en figure I-12. Ce 
locus est le plus long des cluster soumis à l’empreinte que l’on connaisse (~2 Mb). Il contient 
plusieurs gènes à expression paternelle : MKRN3, MAGEL2, NDN, le bicistron SNURF-
SNRPN, de nombreux gènes de snoARNs C/D (parmi lesquels les clusters des gènes HBII-85 et 
HBII-52) et UBE3A-as (UBE3A-antisense), un gène antisens à UBE3A. SNURF-SNRPN, les 
gènes des snoARNs et UBE3A-AS feraient partie d’une unité de transcription unique avec des 
promoteurs alternatifs et un profil d’épissage complexe (voir plus bas). Le locus contient aussi 
deux gènes à expression maternelle : ATP10a et UBE3A.  
 
Des défauts d’empreinte dans cette région génomique chez l’Homme sont à l’origine de deux 
maladies neurologiques et comportementales, le syndrome de Prader-Willi (PWS) et celui 
d’Angelman (AS). La perte d’expression d’un ou plusieurs gènes à expression paternelle est à 
l’origine du syndrome de Prader-Willi ; la perte d’expression des gènes à expression maternelle 
(UBE-3A) provoque le syndrome d’Angelman (consulter (Horsthemke and Buiting, 2006) pour 
une revue).  
 
 
1.2 Centres d’empreinte du locus Snurf-Snrpn 
 
L’identification de micro-délétions dans des patients souffrant des syndromes PWS et AS 
a permis de définir le centre d’empreinte du locus chez l’Homme. Il s’agit d’un centre 
d’empreinte « bipartite » composé de deux éléments : le PWS-IC et le AS-IC. Ces éléments sont 
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les régions minimales de chevauchement entre les délétions de patients PWS et AS 
respectivement. Le PWS-IC est une région de 4.3kb qui comprend le promoteur et le premier 
exon de SNRPN (Ohta et al., 1999). L’AS-IC s’étend sur 880pb et est situé à 35kb en 5’ de l’exon 
1 de SNURF-SNRPN (Buiting et al., 1999).  
 
Le PWS-IC est méthylé spécifiquement sur l’allèle maternel, et cette méthylation différentielle est 
acquise dans la lignée germinale chez la souris (Lucifero et al., 2002). Chez l’Homme, la question 
de savoir si la méthylation différentielle a lieu dans l’ovocyte (Geuns et al., 2003) ou après la 
fertilisation (El-Maarri et al., 2001; Kantor et al., 2004) est controversée.  
D’autre part, l’existence d’un AS-IC chez la souris reste à prouver. Deux modèles murins avec 
des mutations en 5’ de Snurf-Snrpn sont sujets aux modifications épigénétiques caractéristiques de 
l’AS (à savoir des défauts de l’empreinte et des méthylations aberrantes). Mais il s’agit soit d’une 
très large délétion (80kb), et dans ce cas le phénotype n’a une pénétrance que partielle, soit d’une 
mutation comprenant un site loxP et une cassette de résistance à un antibiotique. Ces modèles 
suggèrent que comme chez l’Homme, le locus est soumis à la régulation d’un AS-IC, mais aucun 
ne fournit la preuve convaincante de son existence (Wu et al., 2006). De plus, la délétion ciblée de 
la région homologue de l’IC-AS humain chez la souris n’a aucun effet sur l’expression des gènes 
du locus (Peery et al., 2007). L’identification formelle d’un AS-IC chez la souris a donc pour 
le moment échoué.  
 
On sait que l’AS-IC est nécessaire aux marques épigénétiques du PWS-IC (Xin et al., 2001). Dans 
le modèle de fonctionnement du centre d’empreinte bipartite du locus SNURF-SNRPN, l’AS-IC 
régule négativement le PWS-IC sur le chromosome maternel dans la lignée germinale femelle ; il 
en résulte dans les cellules somatiques une hyperméthylation de l’allèle maternel et une 
hypométhylation de l’allèle paternel du PWS-IC.  
 
 
1.3 Implication d’ARNs non-codants dans la régulation de l’empreinte au 
locus Snurf-Snrpn ? 
 
Il est envisageable que l’empreinte du locus SNURF-SNRPN soit régulée à deux niveaux. 
Le premier niveau concerne les gènes à expression paternelle sous le contrôle du centre 
d’empreinte PWS-IC. PWS-IC est un régulateur bidirectionnel : sur le chromosome paternel, le 
PWS hypométhylé est en configuration ON et les gènes en question sont exprimés, alors que sur 
le chromosome maternel, le PWS-IC est hyperméthylé (configuration OFF) et ces mêmes gènes 
sont silencieux (cf. revue (Kantor et al., 2006)).  
Le deuxième niveau de régulation s’applique à l’empreinte du gène UBE3A et implique l’ARN 
non-codant UBE3A-AS. Plusieurs évidences suggèrent qu’UBE3A possède son mode de 
régulation particulier. D’abord, contrairement aux gènes exprimés paternellement, il ne contient 
pas de DMR. Ensuite, son expression est soumise à l’empreinte uniquement dans le cerveau, ce 
qui contraste avec le cas d’autres gènes du locus. Ensuite, il est exprimé maternellement. Un 
transcrit antisens et à empreinte réciproque, UBE3A-AS, a été isolé chez l’Homme et la souris, et 
il a été proposé que l’empreinte d’UBE3A soit régulée par UBE3A-AS (Rougeulle et al., 1998; 
Runte et al., 2001). Cette hypothèse est confirmée par des données génétiques chez la souris, où la 
perte d’expression d’Ube3a sur l’allèle maternel suite à la délétion ou au remplacement du PWS-
IC, corrèle avec le gain d’expression d’Ube3a-as dans des souris mutées dans leur centre 
d’empreinte (Chamberlain and Brannan, 2001; Johnstone et al., 2006). Néanmoins, le profil 
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d’expression d’Ube3a et Ube3a-as montre que les deux gènes ne sont pas corégulés ; les auteurs 
stipulent que ceci est difficile à concilier avec une régulation d’Ube3a par son gène anti-sens (Le 
Meur et al., 2005). Pour compliquer encore l’ensemble, dans une souris AS modèle, quand le gène 
Ube3a est muté sur le chromosome maternel, Ube3a-as est surexprimé en trans sur l’allèle 
paternel, ce qui suggère que ce serait Ube3a-as qui serait régulé par Ube3a et non l’inverse 
(Landers et al., 2005).  
 
Récemment, des exons alternatifs de Snrpn localisés en 5’ de son promoteur et appelés de ce fait 
les exons U (upstream exons), ont été identifiés chez l’Homme (Farber et al., 1999) et chez la 
souris (Bressler et al., 2001; Landers et al., 2004) (cf. figure I-12). Ces exons ne sont pas 
conservés dans ces deux espèces, mais ils sont apparentés au premier exon de Snrpn. Les 
transcrits contenant les exons U ont une expression tissu-spécifique, avec de forts taux de 
transcription dans les ovaires ; de plus, ils sont exprimés à des stades de différenciation des 
neurones de manière très similaire à Ube3a-as. Ceci a mené à l’hypothèse qu’ils pourraient être 
impliqués dans la mise en place de l’empreinte du domaine (Landers et al., 2004; Mapendano et 
al., 2006). Cette hypothèse fournit l’explication de la pénétrance partielle du phénotype AS 
observé chez les souris délétés pour la région de 80kb en amont de Snrpn (Wu et al., 2006). La 
délétion englobe certains des exons U (les exons U s’étendent sur 500kb chez la souris) ; elle ne 
couvrirait pas la région minimale suffisante pour une activité complète de centre d’empreinte.  
 
 
1.4 Une seule unité de transcription pour les gènes paternels ?  
 
Runte et al., ont proposé que les gènes des ARNs C/D seraient maturés à partir des introns 
d’une longue unité de transcription qui génèrerait aussi des transcrits de type ARNm-like épissés. 
L’unité de transcription prédite serait initiée aux alentours du centre d’empreinte, s’étendrait sur 
460kb jusqu’à inclure UBE3A-AS en 3’ (Runte et al., 2001). Chez la souris, le transcrit Ube3a-as 
appartiendrait aussi à une longue unité de transcription (de l’ordre de la mégabase) non-codante 
appelée LNCAT ; cette unité inclut aussi plusieurs exons U localisés en 5’ du promoteur de Snurf-
Snrpn (Landers et al., 2004). Le concept d’unité de transcription unique est à considérer avec 
précaution puisqu’il est basé sur l’existence de transcrits chevauchants (produits de RT-PCR ou 
ADNc présent dans les banques) sur tout le locus. Mais de la transcription « readthrough » aurait 




2 Une/des unité/s de transcription complexe/s au locus Dlk1/Gtl2 
 
2.1 Description du locus Dlk1/Gtl2 
 
Une carte du domaine Dlk1/Gtl2 (homologue au domaine distal 12 chez la souris) est 
présentée dans la figure I-12. L’allèle paternel du locus présente trois gènes codant pour des 
protéines : Dlk1, Rtl1 et Dio3. Le chromosome maternel génère toute une population d’ARNs 
non-codants, longs et petits, transcrits dans la même orientation: le gène Gtl2, un premier cluster 
de miARNs antisens à Rtl1, une série de snoARNs répétés et un deuxième grand cluster de gènes 
de miARNs. De la transcription intergénique a aussi été identifiée dans la région (Tierling et al., 
2006). Consulter (Royo et al., 2006; Seitz et al., 2004b) pour des revues détaillées sur ce locus.  
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Les transcrits non-codants du locus Dlk1-Gtl2 sont très mal décrits. Leur caractérisation est 
difficile parce qu’ils ne sont pas accessibles aux outils de biologie moléculaire classiques (ils 
peuvent mesurer plusieurs centaines de kb). Une meilleure compréhension du devenir de ces 
ARNs non-codants est pourtant du plus grand intérêt au vu de l’importance biologique qu’on 
leur accorde. Des embryons présentant une disomie uniparentale paternelle pour le chromosome 
12 (patUPD12), c’est-à-dire des embryons avec deux chromosomes 12 hérités du père, 
n’expriment pas les ARNs non-codants ; ces embryons meurent avant la fin de la gestation et 
sont affectés par de multiples anomalies développementales, parmi lesquelles une hypertrophie 
musculaire, des problèmes au niveau de la maturation des os et du développement du placenta 
(Georgiades et al., 2000). Ces phénotypes (sauf celui du placenta) sont attribués à l’absence des 
ARNs non-codants maternels du locus, bien qu’on ne puisse pas exclure qu’ils soient dus à 
l’expression biallélique d’un gène à expression paternelle (Lin et al., 2007; Lin et al., 2003).  
 
 
2.2 DMRs et centre d’empreinte du domaine Dlk1/Gtl2 
 
Quatre DMRs ont été identifiées dans le locus. DMR0 est située à 7.5kb en 5’ de Dlk1, et 
est différentiellement méthylée dans le placenta seulement, où l’allèle paternel est hyperméthylé 
(Lin et al., 2007). Dlk1-DMR (dans le dernier exon de Dlk1) et Gtl2-DMR (au promoteur de 
Gtl2) sont hypométhylées sur l’allèle maternel et hyperméthylées sur l’allèle paternel. Une DMR 
dérivée de la lignée germinale avec une hyperméthylation paternelle est localisée dans la région 
intergénique entre Dlk1 et Gtl2 (Takada et al., 2002). La délétion ciblée de cette DMR, réalisée 
dans le laboratoire d’Anne Ferguson-Smith, a largement contribué à notre compréhension des 
mécanismes de régulation de ce locus. La délétion n’a pas d’effet quand elle est héritée du père 
(Lin et al., 2007; Lin et al., 2003). A l’inverse, dans l’embryon, quand la copie maternelle de la 
DMR (celle qui est hypométhylée) manque, l’expression des trois gènes paternels est 
biallélique et les gènes non-codants maternels sont silencieux (Lin et al., 2003). Dans le placenta, 
en absence de la DMR maternelle, il y a expression biallélique des gènes paternels sans 
répression des gènes non-codants maternels. Ceci met en évidence une différence radicale entre 
la régulation de l’empreinte de ce locus dans l’embryon et dans le placenta (Lin et al., 2007). Il 
n’en demeure pas moins que dans l’embryon, cette DMR intergénique fonctionne comme un 
centre d’empreinte.  
 
 
2.2 Un rôle des ARNs non-codants dans l’empreinte du locus ?  
 
Dans les embryons de souris délétées pour leur centre d’empreinte, la dérégulation de 
l’empreinte des gènes paternels corrèle avec l’absence des ARNs non-codants exprimés 
maternellement (Lin et al., 2003). La relation inverse a été reportée dans des souris 
transgéniques portant un transgène dans la région juste en amont de Gtl2. Dans ces souris, les 
ARNs non-codants (qui sont exprimés à partir de l’allèle maternel seulement en contexte 
sauvage) sont exprimés – bien qu’à un niveau assez faible – à partir du chromosome paternel, 
alors que les gènes exprimés paternellement ont une expression réduite par rapport au contrôle 
(Sekita et al., 2006; Steshina et al., 2006). Cette corrélation suggère un rôle pour les ARNs non-
codants en cis sur la répression des gènes voisins du locus.  
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Des données récentes montrent qu’il est improbable qu’il s’agisse de Gtl2 (da Rocha et al., 
2007). Gtl2 génère de multiples isoformes de transcription alternativement épissés et 
polyadénylés principalement détectés dans le noyau (Schuster-Gossler et al., 1998). La fonction 
de Gtl2 n’est pas connue, mais d’après le profil d’expression comparé de Gtl2 et Dlk1 dans 
l’embryon, elle n’aurait rien à voir avec le maintien de l’empreinte à son locus. En effet, à 
quelques exceptions près, les deux gènes ne sont pas co-exprimés (da Rocha et al., 2007). Les 
auteurs avancent qu’il est difficile d’envisager que Gtl2 pourrait réguler l’empreinte de Dlk1 
puisque son expression est dispensable à l’empreinte de Dlk1 dans certains tissus.  
Dans la lancée, les profils d’expression des autres ARNs non-codants du locus sont attendus 
avec impatience car ils pourraient ouvrir des portes sur l’implication possible d’autres candidats.  
 
 
2.3 Une seule unité de transcription pour les gènes non-codants maternels ?  
 
Comme au locus Snurf-Snrpn, il a été proposé que les gènes non-codants à expression 
maternelle du locus Dlk-Gtl2 (à savoir Gtl2, anti-Rtl1, les transcrits hôtes des petits ARNs C/D 
et ceux des miARNs) pourraient faire partie d’une unité de transcription unique qui débuterait 
au promoteur de Gtl2 et s’étendraient sur plus de 200kb de région génomique (Seitz et al., 
2004a). L’existence d’un transcrit unique reste très hypothétique. En particulier, des travaux 
récents qui montrent que miR-127, l’un des miARNs du locus, sous certaines conditions, peut 
être exprimé indépendamment des miARNs voisins (Saito et al., 2006). Cette étude suggère que 
miR-127 possède son propre promoteur et va à l’encontre de l’hypothèse d’une unité de 




3 Les gènes non-codants aux loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn 
contiennent de nombreux petits ARNs 
 
J’ai écrit la revue qui suit au cours de ma deuxième année de thèse sous la supervision de 
Jérôme Cavaillé. Elle traite des petits ARNs dans les loci soumis à l’empreinte génomique 
parentale, principalement aux domaines Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn. Le lecteur a aussi la 
possibilité de se reporter à la revue (Royo et al., 2007, manuscrit soumis pour publication) 
(annexe) qui se focalise moins sur les petits ARNs soumis à l’empreinte, mais qui inclut les 
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 From the vagueness that emerged from efforts to under-
stand the biological relevance of this RNA population, the 
importance of non-coding RNAs in gene expression and more 
specifi cally in epigenetic control has been acknowledged. 
Among the best studied non-coding RNAs involved in epi-
genetic regulation,  Xist is a spliced, 17-kb-long non-coding 
RNA that has the remarkable property to ‘coat’ the future 
inactive X chromosome. Although the molecular events un-
derlying this process are still largely unknown,  Xist expression 
is required to trigger  cis -transcriptional silencing of genes on 
one X chromosome to achieve gene dosage compensation in 
female mammalian cells (Heard, 2004). Epigenetic control 
also involves members of the widely conserved RNA interfer-
ence (RNAi) process – small interfering RNAs (siRNAs) and 
small heterochromatic RNAs (shRNAs) – that guide gene si-
lencing through heterochromatin formation or RNA-directed 
DNA methylation (Almeida and Allshire, 2005).  
 Genomic imprinting is the epigenetic marking of homolo-
gous alleles via differential cytosine methylation, histone tail 
modifi cations and replication timing that results in the pref-
erential expression of one allele according to its parental ori-
gin (Reik and Walter, 2001). The presence of non-coding 
RNA genes, often (but not always) transcribed in the opposite 
orientation to protein-coding genes, is a recurrent theme in 
imprinted domains. Although the functions of these imprint-
ed non-coding RNAs are still puzzling, they are believed to 
 Abstract.  Experimental and computer-assisted approach-
es have led to the identifi cation of hundreds of imprinted 
small RNA genes, mainly clustered in two chromosomal do-
mains (human 15q11]q13 and 14q32 loci). The genes are 
only detected in placental mammals and belong to the C/D 
RNA and microRNA gene families. These are small non-cod-
 © 2006 S. Karger AG, Basel
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ing RNAs involved in RNA-guided post-transcriptional RNA 
modifi cations and RNA-mediated gene silencing, respective-
ly. Here, we discuss their potential functions and report the 
identifi cation of novel small RNA genes lying within (or near-
by) known imprinted chromosomal domains.  
 Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel 
 The world of RNA has recently been upset by the discov-
ery that a large proportion of mammalian genomes give rise 
to transcripts that do not fall into the three historical RNA 
classes: ribosomal RNA, transfer RNA or messenger RNA. 
Indeed, systematic bio-informatic approaches and cDNA 
cloning strategies have led to the identifi cation of thousands 
of small and large untranslated transcripts or non-coding 
RNAs (also called non-messenger RNAs, nmRNAs), whose 
existence was completely unexpected ten years ago (Hutten-
hofer et al., 2005). Among the non-coding RNAs that have 
revolutionized our understanding of eukaryotic gene expres-
sion are the tiny, 21–23-nucleotide-long small RNAs that play 
a pivotal role in gene silencing, genome defense and genome 
stability (Tomari and Zamore, 2005).  
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contribute to genomic imprinting control (O’Neill, 2005). 
Consistent with this idea, the imprinted non-coding RNA  Air 
appears to play a direct role in the allele-specifi c repression of 
several neighboring imprinted genes at the mouse  Igf2r locus 
(Sleutels et al., 2002). Recent work has also made an intrigu-
ing feature of some small RNAs emerge: the expression of 
many C/D RNA and microRNA (miRNA) genes is subjected 
to genomic imprinting at human 15q11]q13 and 14q32 loci. 
Here, we review their potential functions as well as the iden-
tifi cation of additional small RNA genes that we have
shown – or we strongly suspect – to be imprinted. Due to space 
limitations, the list of referenced publications is far from ex-
haustive and readers are invited to consult more comprehen-
sive reviews about C/D RNA and miRNA genes (Bachellerie 
et al., 2002; Kiss, 2002; Ambros, 2004; Bartel, 2004; Kim, 
2005). 
 C/D RNAs and microRNAs: Big world of small RNAs 
 Biosynthesis and functions of C/D small RNA 
methylation guides  
 Small RNAs of the C/D type (C/D RNAs) are metaboli-
cally stable, 60- to 300-nucleotide-long RNAs that have been de-
scribed in eukaryotes and Archaebacteria (human C/D RNA 
sequences are available at http://www-snorna.biotoul.fr/). In 
eukaryotic cells, they reside in the nucleus: either in the nucle-
olus (they are called C/D snoRNAs for C/D  s mall  n ucle o lar 
 RNA s) or in the Cajal bodies (they are called scaRNAs for 
 s mall  Ca jal body-specifi c  RNA s). In vertebrates, the vast ma-
jority of C/D RNA genes are located within introns of protein-
coding genes whose products are often – but not always – part 
of the translation machinery. C/D RNA genes can also be in-
tron-encoded within non-coding RNA genes. Whatever their 
genomic organization is, most of the C/D RNAs appear to be 
processed from the host-gene introns through exonucleolytic 
degradations of the debranched lariat. 
 C/D RNAs owe their names to canonical structural motifs, 
the C-box (consensus 5  -PuUGAUGA-3  ) and the D-box 
(consensus 5  -CUGA-3  ) found close to their 5  and 3  ter-
mini respectively. They also contain C and D boxes that are 
more degenerate and that occupy an internal position within 
the RNA sequence. Many C/D RNAs contain conserved an-
tisense elements (8 to 21 nucleotides long) positioned up-
stream from the D- and/or the D-motifs. While several ver-
tebrate C/D RNAs participate in pre-ribosomal RNA (pre-
rRNA) cleavages (i.e. U3, U8 …), the vast majority of them 
pair with RNA targets on which they guide ribose methyl-
ations at specifi c ribonucleotides (the modifi ed nucleotide is 
always paired to the fi fth nucleotide upstream from the D or 
D box,  Fig. 1 A). C/D snoRNAs modify the Pol I-transcribed 
pre-rRNAs or the Pol III-transcribed U6 spliceosomal
snoRNA while scaRNAs modify the Pol II-transcribed U1, 
U2, U4 and  U5 spliceosomal snRNAs ( Fig. 1 A). Finally, a 
broad proportion of C/D RNAs – including most of the im-
printed C/D RNAs described in this review (see below) – seem 
to be devoid of any cellular RNA target, leaving open the
possibility that additional cellular transcripts (including
mRNAs?) might be targeted by C/D RNAs as well. Alterna-
tively, these ‘orphan C/D RNAs’ might play a different role 
from RNA modifi cation guiding in which no pairing with a 
target RNA is needed.  
 Biosynthesis and functions of microRNA genes 
 miRNAs belong to the largest eukaryotic small RNA fam-
ily discovered so far, with more than 200 different RNA spe-
cies described in mouse and human (miRNA sequences are 
available at http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna). 
They are 21- to 23-nucleotide-long single-stranded RNA mol-
ecules that are processed from one arm of an irregular 60- to 
70-nucleotide-long hairpin structure (the so-called pre-
miRNA). Pre-miRNA genes harbor different genomic orga-
nizations. They can be transcribed from their own promoters 
either as independent entities or as polycistrons, or they can 
be included in larger transcription units of coding or non-cod-
ing genes (Kim, 2005). A pre-miRNA gene is fi rst transcribed 
by RNA polymerase II as a several kb long pri-miRNA (the 
 miRNA  pri mary transcript). Then, the RNAse-III-type 
 enzyme Drosha – assisted by DGCR8 – cleaves the large pri-
miRNA precursor to give rise to the pre-miRNA. The pair of 
cuts made by Drosha establishes one end of the miRNA. The 
pre-miRNA is then translocated to the cytoplasm by exportin 
5-mediated export, where the other extremity of the miRNA 
is generated by Dicer, another multidomain RNAse-III, to 
yield a short RNA duplex. This duplex is unwound upon load-
ing on the RISC complex (the mature miRNA-containing ri-
bonucleoparticle), giving rise to the single-stranded mature 
miRNA. 
 miRNAs can trigger gene silencing at the post-transcrip-
tional level, by base pairing with a target RNA. Two pathways 
can be adopted ( Fig. 1 B): (i) If perfect (or almost perfect) 
complementarity is shared, the target RNA is directed for 
cleavage. (ii) If the miRNA presents a partial complementar-
ity with an mRNA (generally in its 3  UTR part), then the 
translation of the targeted mRNA is made non-productive by 
still poorly characterized mechanisms. In this context, the 
most 5  part of the miRNA (2 nd  to 8 th  nucleotides, also called 
the ‘seed’) plays a critical role for target recognition (Doench 
and Sharp, 2004). Recent studies have challenged these two 
simple rules by demonstrating that imperfect RNA duplexes 
can also destabilize the targeted mRNAs to some extent (Jing 
et al., 2005; Lim et al., 2005). Moreover, it has been shown 
that a plant miRNA with full complementarity to its target 
can also act at the translation level (Aukerman and Sakai, 
2003). Hence, the mode of action of miRNAs might be more 
complicated than expected. A further layer of complexity oc-
curs in plant systems in which a miRNA has been shown to 
direct asymmetric DNA methylation within the gene it targets 
(Bao et al., 2004). Whether such a mechanism operating in 
the nucleus at the DNA level can also take place in mammals 
is unknown.  
 Genetic manipulations and computational work have en-
abled several miRNA targets to be found in  Caenorhabditis 
elegans ,  Drosophila melanogaster and  Arabidopsis thaliana 
(in plants, target identifi cation is relatively easy because most 
functional miRNAs are fully complementary to their targets). 
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They turn out to be involved in diverse biological functions 
including development timing, cell proliferation, cell death 
and fat metabolism. In vertebrates, addressing the function 
of miRNAs is challenged by the lack of genetic tools and much 
recent progress has relied on bio-informatic predictions. Sev-
eral thousands of endogenous vertebrate miRNA targets have 
been isolated through computer-assisted approaches (John et 
al., 2004; Kiriakidou et al., 2004; Krek et al., 2005; Lewis et 
al., 2005; Xie et al., 2005). Although only little in vivo evi-
dence of predicted targets exists so far (Poy et al., 2004; Yek-
ta et al., 2004; Davis et al., 2005), these computational pre-
dictions of miRNA targets indicate that a broad range of 
mRNAs (estimated to be 10–30% of the population of 
mRNAs) are potentially targeted by miRNAs, thus leading to 
the concept that miRNAs are ‘micromanagers’ that may me-
diate combinatorial gene expression control (Bartel and Chen, 
2004). But concretely, few genetic data about the biological 
role of vertebrate miRNAs are available. In zebrafi sh, the 
brain defects resulting from Dicer knock-out are rescued by 
miR-430, which constitutes a convincing argument that the 
miR-430 family is involved in brain morphogenesis (Giraldez 
et al., 2005). Deeper studies are absolutely required to learn 
more about the biological roles of vertebrate miRNAs during 
embryogenesis and/or in adults. 
 Imprinted small RNA genes  
 The use of computational methods and systematic cDNA 
cloning strategies have given rise to the identifi cation of a 
large collection of more than 100 C/D RNA and miRNA 
genes in two imprinted loci conserved in mammals: human 
14q32 (the so-called Callipyge domain) and 15q11]q13 (the 
so-called Prader-Willi domain). They seem to share several 
structural and functional characteristics: (i) They are grouped 
into clusters of homologous repeated gene copies, with
most – if not all – embedded within introns of large non-cod-
ing genes subjected to a complex spectrum of alternative splic-
ing events. (ii) They are poorly conserved in evolution (i.e. 
they are not found in non-eutherian mammals). (iii) They 
display a tissue-specifi c expression pattern with preponderant 
expression in the adult brain. (iv) With few exceptions, they 
lack an obvious functional antisense element against a cellu-
lar transcript and their molecular and biological functions 
remain highly elusive. 
 Imprinted small RNA genes at the Prader-Willi locus 
 The human 15q11]q13 region is subjected to genomic 
imprinting. Two clinical disorders – the Prader-Willi and An-
gelman syndromes (PWS and AS, respectively) – are associ-
ated with defects in this imprinted locus. PWS is a rare de-
velopmental and complex behavioral disorder notably char-
acterized by hypotonia, hyperphagia leading to obesity and 
moderate mental retardation. It results from the lack of ex-
pression of one or some paternally-expressed gene(s). AS pa-
tients manifest distinct neurological features and this syn-
drome is due to the absence of expression of  UBE3A , a ma-
ternally-expressed gene (Nicholls and Knepper, 2001).  
 The PWS/AS locus includes paternally-expressed pro-
tein-coding genes: the makorin ring fi nger protein 3 gene 
 (MKRN3) , the MAGE-like 2 protein gene  (MAGEL2) , the 
neuronal growth suppressor gene  NDN and the  SNURF-
SNRPN bicistronic gene ( S NRPN  u pstream  r eading  f rame-
 s mall nuclear  r ibo n ucleo p rotein  N ). Numerous paternally-ex-
pressed C/D snoRNA genes map downstream from  SNURF-
SNRPN . They are mainly organized into two large clusters: 
HBII-85 and HBII-52 clusters that contain 27 and 47 highly 
homologous snoRNA gene sequences, respectively (Cavaille 
et al., 2000; de los Santos et al., 2000; Meguro et al., 2001). 
 H BII or  M BII nomenclature is used for  h uman or  m ouse 
 b rain snoRNAs of class  II , respectively (Huttenhofer et al., 
2001). Other C/D RNAs, not encoded by multiple repeated-
 Fig. 1. C/D RNA modifi cation guides and miRNAs. Sequence tracks 
complementary to the cognate RNA target are depicted in blue. ( A ) For 
C/D RNAs, the nucleotide triggered for 2-O-methylation is denoted by 
a yellow circle. It is always paired to the fi fth nucleotide upstream from 
the D (or D) box. The different RNA targets of C/D snoRNAs and 
 scaRNAs are listed. ( B ) For miRNAs, according to the degree of comple-
mentarity with their target, miRNAs can trigger RNA cleavage in the 
middle of the duplex (RNA interference) or non-productive translation 
of the target mRNA by an unknown mechanism. miRNAs can also pro-
mote RNA-directed DNA methylation (only demonstrated in plants).  
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gene copies (HBII-436, HBII-13, HBII-437, HBII-438a/HBII-
438b), are also found within this region ( Fig. 2 ; Runte et al., 
2001).  
 Most – if not all – C/D snoRNA genes are contained with-
in the introns of a large paternally-expressed polycistronic 
transcript (over 460 kb) believed to initiate at the  SNURF-
SNRPN promoter region, that contains a  cis -acting imprint-
ing center, and to overlap the maternally-expressed  UBE3A 
 gene in an antisense orientation (Runte et al., 2001). Recent-
ly, a complex array of tissue-specifi c, alternatively spliced 
RNA isoforms generated from this large transcription unit 
has been described. This may account for the different gene 
expression patterns of  SNURF/SNRPN and the C/D RNA 
genes (Landers et al., 2004). 
 The paternally-expressed candidate gene(s) involved in 
PWS is (are) still largely unknown. Studies of knock-out mice 
models suggest that the candidate PWS gene(s) lie(s) between 
 Snrpn and the MBII-52 gene cluster (reviewed in Nicholls and 
Knepper, 2001). Rare balanced translocations in human PWS 
patients have also enabled the identifi cation of a minimal 
critical region that starts at intron 17 of  SNRPN gene and ex-
tends to the end of the HBII-85 snoRNA gene cluster (Wirth 
et al., 2001; Gallagher et al., 2002; Schule et al., 2005). This 
minimal critical region includes 47 copies of HBII-85 and 
HBII-438a. Since the mouse 7C imprinted locus lacks HBII-
438, this latter is unlikely to play a signifi cant role in PWS. 
On the contrary, HBII-85 snoRNA has been proposed to be, 
wholly or partly, at the origin of PWS-associated pathogenesis 
 Fig. 2.  Human imprinted domains and small RNA genes. The posi-
tion of several imprinted genes at human imprinted domains is indi-
cated by squares (protein-coding or large non-coding RNA genes), verti-
cal bars (C/D snoRNA genes), or triangles (pre-miRNA genes). Mater-
nally, paternally and bi-allelically expressed genes are represented in 
pink, blue and black respectively; genes whose imprinted status is not 
determined are fi lled in grey. Sense of transcription is indicated by ar-
rows. Note that imprinted status of small RNA genes at the  Dlk1-Gtl2 
domain has only been demonstrated in the mouse. Names of putative or 
experimentally detected imprinted small RNA genes are written in red 
below their location. ‘n’ indicates the number of gene copies of snoRNA 
or pre-miRNA genes. Dotted lines show different splicing events that 
occur in the  NESP/antiNESP/GNAS region. The picture is not drawn to 
scale. 
 Cytogenet Genome Res 113:99–108 (2006) 103
(Cavaille et al., 2000; Wirth et al., 2001; Gallagher et al., 2002; 
Schule et al., 2005). More sophisticated studies are now re-
quired to determine how the lack of expression of HBII-85 
might be linked to PWS etiology.  
 Any major role of HBII-52 in contributing to PWS has 
been recently excluded. Indeed, individuals carrying a dele-
tion covering the entire HBII-52 cluster do not show any ob-
vious clinical phenotype indicating that lack of expression of 
HBII-52 genes alone is not suffi cient to promote PWS (Runte 
et al., 2005). Interestingly, HBII-52 has a conserved, 18-nu-
cleotide-long antisense element against a brain-specifi c pre-
mRNA, the serotonin receptor 5-HT 2C  (Cavaille et al., 2000). 
The 5-HT 2C  receptor is a trans-membrane signaling receptor 
coupled to heterotrimeric G proteins. Its mRNA possesses 
fi ve A-to-I ( a denosine  to  i nosine) editing sites (A-E edited 
sites,  Fig. 3 A). A-to-I RNA editing is the site-specifi c modifi -
cation of adenosine to inosine within precursor mRNAs that 
is catalyzed by members of the ADAR ( a denosine  d eaminase 
 a cting on  R NA) family. As translation occurs, an inosine is 
read as a guanine and consequently, a combination of 5-HT 2C  
mRNA isoforms with different sequences exists and gives rise 
to sensitively different proteins, whose binding properties to 
G proteins differ. Importantly, the nucleotide predicted to be 
targeted by MBII-52 – the edited C-site – is known to play a 
pivotal role in regulating serotonergic signal transduction 
(Burns et al., 1997; Niswender et al., 1999), suggesting that 
MBII-52 might specifi cally modulate the effi ciency of RNA 
editing at this site ( Fig. 3 A). Although direct proof of the in 
vivo role of MBII-52 is still lacking, we have recently shown 
that targeting the C-site for 2O-methylation by MBII-52 sig-
nifi cantly decreases the effi ciency of RNA editing at that site 
specifi cally (Vitali et al., 2005). An alternative splice donor 
site in 5-HT 2C  pre-mRNA leading to a truncated form of the 
receptor is located 13 nucleotides from its segment of comple-
mentarity with MBII-52 ( Fig. 3 A). Thus, 2O-methylation at 
the C site and/or the base-pairing between HBII-52 and the 
pre-mRNA could also regulate the choice of splice site by the 
splicing machinery (Cavaille et al., 2000).  
 Imprinted small RNA genes at the Callipyge locus 
 The 14q32 domain spans over roughly 1 Mb and contains 
three protein-coding genes expressed from the paternal
allele:  DLK1 ( D elta- l i k e 1),  RTL1 ( R etro t ransposon- l ike 1), 
also called  PEG11  ( P aternally- e xpressed  g ene 11) in sheep, 
and  DIO3 (type  3  d e io dinase) genes. Interestingly,  Rtl1 se-
quence analysis reveals that it has homology to Ty3/gypsy 
retrotransposon (Lynch and Tristem, 2003; Youngson et al., 
2005). It harbors an intronless open reading frame (ORF) 
potentially encoding a protein with the gag and pol domains 
of gypsy-like retroelements. An intriguing feature of this im-
printed chromosomal domain is that it contains a complex 
population of large as well as small non-coding RNA genes. 
It includes  Gtl2 , expressed as a spliced and polyadenylated 
RNA with multiple alternatively spliced isoforms, numerous 
C/D RNA and  miRNA genes and two antisense transcripts 
to  Rtl1 and  Dio3 genes (note that seven and six miRNAs are 
processed from fi ve pre-miRNA genes encoded in the mu-
rine and human anti- Rtl1 gene, respectively). Apart from 
anti- Dio3 whose imprinted expression remains to be dem-
onstrated, all of these non-coding RNA genes are only ex-
pressed from the maternally inherited allele and their im-
printed status is controlled by an intergenic, differentially 
methylated region (called IG-DMR) located between genes 
 Gtl2 and  Dlk1 (Lin et al., 2003). It has been argued that all 
these non-coding RNA genes might belong to a single tran-
scription unit starting from the  Gtl2 promoter region (Seitz 
et al., 2004a). 
 The snoRNA genes are arranged into two main clusters 
that contain nine and 31 copies of relatively degenerate 
14q(I) and 14q(II) C/D RNA genes, respectively (Cavaille 
et al., 2002). In contrast to the PWS locus, the C/D RNA 
sequences at 14q32 are relatively poorly conserved in ro-
dents, although the whole repeated gene organization is sim-
ilar to that of the PWS domain, with most – if not all – C/D 
snoRNA genes embedded within introns of larger non-cod-
ing RNA genes ( Rian and MEG8 in mouse and human, re-
spectively). Surprisingly, the rat  Dlk1-Gtl2 domain is char-
 Fig. 3.  Potential functions of imprinted small RNA genes. ( A ) Pre-
dicted base pairing between MBII-52 and 5-HT2C pre-mRNA. The ed-
ited C-site (red arrow) predicted to be targeted by MBII-52 is located at 
the fi fth nucleotide upstream from the D box. An alternative donor splice 
site is boxed. The editing A to E sites are underlined and the correspond-
ing amino acid changes in the receptor protein encoded by the unedited 
and edited mRNAs are indicated. Changes in amino acids are indicated. 
( B ) ‘The battle of sexes’: Maternally-expressed anti- Rtl1  miRNAs direct 
cleavages within  Rtl1 transcripts that derive from the paternally-inher-
ited chromosome. Hypothetical models involving a (some) miRNA(s) in 
Dlk1 non-productive translation as well as a role of repeated miRNA 
genes in allele-specifi c gene silencing are also proposed (see also text). 
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acterized by a unique   100-kb-long C/D small RNA gene 
cluster that contains   86 nearly identical C/D RNA gene 
copies (RBII-36), all of them being intron-encoded within a 
large non-coding RNA gene (Bsr) (Komine et al., 1999; 
Cavaille et al., 2001). Surprisingly, this small RNA gene 
cluster is not detected in other mammalian genomes avail-
able, including that of mouse. This might refl ect a recent 
appearance only in the  Rattus genus of rodents and to some 
extent recalls other imprinted genes that come from recent 
lineage-specifi c insertions in imprinted domains (Chai et al., 
2001).  
 Most of the maternally-expressed miRNA genes locate 
into two clusters. In human, fi ve pre-miRNA genes map with-
in anti- RTL1 gene and the remaining ones (  40 in silico-pre-
dicted genes) are grouped downstream from the snoRNA gene 
cluster. In the mouse, most – but not all – pre-miRNAs are 
conserved with several of them being intron-encoded within 
 Mirg , a non-coding RNA gene (Seitz et al., 2003, 2004a; Da-
vis et al., 2005).  
 Although their spatio-temporal gene expression pattern in 
the developing embryo is still poorly characterized, C/D RNA 
and miRNA genes seem to share a similar expression pattern 
as all of them have been detected in brain, muscle, placenta 
as well as in pancreatic beta-cells (Cavaille et al., 2002; Seitz 
et al., 2003, 2004a; Poy et al., 2004; Davis et al., 2005). Lack 
of expression of the maternally-expressed non-coding RNA 
genes in mouse embryos with a paternal uniparental disomy 
for chromosome 12 (patUPD12) causes placentomegaly, skel-
etal muscle maturation defects and embryonic lethality, high-
lighting the presumably important functions of these mater-
nally expressed non-coding RNAs in development (Georgia-
des et al., 2000). 
 The seven murine maternally-expressed miRNAs encoded 
within anti- Rtl1 RNA ( Fig. 3 B) are obviously perfectly com-
plementary to  Rtl1 RNA, which led to the hypothesis that 
they might function as siRNAs to silence  Rtl1/PEG11 (Seitz 
et al., 2003; Davis et al., 2005). Several lines of evidence sup-
port this assumption: (i) In knock-out mice deleted for their 
maternally-inherited IG-DMR, both chromosomes acquire a 
paternal identity. As a consequence, neither Gtl2 nor the 
small RNA genes are expressed while  Dlk1 , Rtl1 and  Dio3 are 
expressed from both alleles. Consistent with a bi-allelic ex-
pression,  Dlk1 and  Dio3 mRNA levels were twice those ob-
served in wild-type littermates.  Rtl1 gene expression, by con-
trast, is higher (  450%) than expected upon reactivation 
from the silent maternal allele, suggesting that miRNAs nor-
mally silence  Rtl1 gene expression (Lin et al., 2003). (ii) The 
predicted cleavage sites within  Rtl1 transcripts have been ex-
perimentally mapped in mouse placenta as well as in ovine 
skeletal muscle (Davis et al., 2005). This is the fi rst evidence 
showing that RNAi-related mechanisms regulate imprinted 
genes.  
 The sheep  DLK1-GTL2 imprinted domain has long been 
a centre of interest for geneticists because it is the site of a real 
genetic curiosity: the ‘Callipyge phenomenon’. The Callipyge 
(CLPG) phenotype in sheep is an inherited skeletal muscular 
hypertrophy in the hind quarters (‘Callipyge’ means ‘beauti-
ful buttocks’ in greek), due to an increased proportion and 
diameter of fast twitch muscle fi bers (Georges et al., 2003). It 
is due to a single base substitution from A to G in an inter-
genic region of the sheep telomeric end (Freking et al., 2002; 
Smit et al., 2003). The mode of inheritance of the CLPG phe-
notype is governed by an unusual parent-of-origin effect re-
ferred to as ‘polar overdominance’. The concept of overdom-
inance refers to the fact that only heterozygous animals with 
the mutation inherited from the sire exhibit the pheno-
type. In other words, the following genotypes wt pat /wt mat , 
CLPG pat /wt mat , wt pat /CLPG mat  and CLPG pat /CLPG mat  are 
phenotypically: normal, Callipyge, normal and normal, re-
spectively. In order to identify putative molecular effectors 
responsible for the phenotype, the expression of genes close 
to the mutation in hypertrophied muscles of CLPG sheep 
were profi led (Charlier et al., 2001). The authors report that 
the Clpg mutation has a  cis enhancer effect on genes expressed 
from the chromosome holding it, without altering their im-
printed status: when the mutation is maternally-inherited, 
levels of expression of  GTL2 , the snoRNAs (Carole Charlier, 
personal communication) and miRNAs (Davis et al., 2005) 
are increased from the maternal chromosome; when the pa-
ternal allele is mutated, paternally expressed gene mRNA 
( RTL1 and  DLK1 ) levels are up-regulated. Hence, this sug-
gests that  RTL1  and/or  DLK1 might contribute to the mus-
cular hypertrophy of CLPG sheep (Charlier et al., 2001). In-
deed, ectopic expression of Dlk1 protein in skeletal muscles 
of transgenic mice induces a generalized muscular hypertro-
phy comparable to the sheep CLPG phenotype (Davis et al., 
2004). Whether  RTL1 over-expression also contributes to 
some extent to the induction of the phenotype is unknown. 
 In CLPG pat /CLPG mat  individuals, the absence of DLK1 
protein despite relatively abundant  DLK1  mRNA has also 
been reported (Georges et al., 2003). Concomitantly, the ex-
pression of the maternally-expressed genes that have been 
tested is increased, shedding light on a situation in which 
miRNA genes from the locus are over-expressed. Considering 
the general role of miRNAs in translation repression, it has 
been hypothesized that maternally-expressed miRNAs re-
press  DLK1 translation through imperfect base-pairing 
( Fig. 3 B) (Davis et al., 2004, 2005; Seitz et al., 2004a). Can-
didate complementarities between  DLK1 mRNA and 
 miRNAs from the orthologous mouse locus are currently be-
ing tested. The case of 14q32 miRNAs repressing genes that 
are encoded into the same locus recalls the ‘intra-locus regu-
lations’ occurring at the paralogous Hox clusters, in which 
genes for targets (Hox transcription factor genes) and triggers 
(miR-196 genes) are physically linked (Yekta et al., 2004). 
 The existence of maternally expressed negative regula-
tors (miRNAs) of paternally imprinted genes ( Rtl1  and also 
possibly  Dlk1 ) adds a forceful argument to the confl ict the-
ory (Moore and Haig, 1991). Briefl y, this theory explains the 
emergence of genomic imprinting by a confl ict of interest 
between maternally versus paternally inherited alleles (e.g. 
the paternally expressed genes tend to act as growth-factors 
while maternally expressed genes mediate growth suppres-
sor functions). In the case of intrinsic regulations within the 
locus at 14q32, we can observe a typical situation in which 
two paternally expressed genes,  Rtl1 and  Dlk1 , are repressed 
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(or assumed to be repressed) by maternally expressed genes
(miRNAs), indicating that the RNAi mechanism might 
have been recruited as a weapon by the maternal forces to 
annihilate paternal genes (Davis et al., 2005). In this regard, 
it is noticeable that  Rtl1 ,  Dlk1 and the miRNAs are ex-
pressed during development in the embryo and the placen-
ta, which are the very sites of predilection for the parental 
confl ict.  
 Additional microRNA genes mapping near mammalian 
imprinted domains 
 By systematic screening of all experimentally detected 
miRNAs deposited at the miRNA registry (http://www.
sanger.ac.uk/cgi-bin/Rfam/miRNA/browse.pl) and of some 
 in silico predicted, conserved pre-miRNA-like genes (Bere-
zikov et al., 2005), we identifi ed several additional candidate 
miRNA genes mapping within human or mouse imprinted 
chromosomal domains, strongly suggesting an imprinted ex-
pression ( Fig. 2 ).  
 miR-344 and the mouse 7C imprinted domain 
 miR-344  was fi rst isolated from rat embryonic primary 
cortical neurons (Kim et al., 2004). In mouse, miR-344 is en-
coded by four highly related gene copies predicted to map 
between  Ndn and  Snrpn  genes ( Fig. 2 ). Homologous miR-344 
genes are not detected in the homologous human Prader-Wil-
li domain at 15q11]q13 nor in the non-rodent genomes ex-
amined, which indicates that miR-344 might be specifi c to 
rodents.  
 miR-335 and the human 7q32 imprinted domain 
 miR-335 is intron-encoded within  PEG1/MEST  (intron 
2), a paternally expressed gene encoded at the human 7q32 
domain (corresponding to mouse chromosome 6 sub-proxi-
mal region). Northern blot analysis using total RNA extracted 
from tissues isolated from embryos having uniparental diso-
my for chromosome 6 (a generous gift of Dr. J. Peter and C. 
Beechey) shows that miR-335 exhibits the same imprinted 
status as its host gene (M.L. Bortolin, unpublished). Two ad-
ditional miRNA genes, miR-29a and miR-29b1, are also en-
coded at this locus but Northern blot analysis of their im-
printed status has been hampered by the presence of two re-
lated miRNA species, miR-29c and miR-29b2, encoded on 
chromosome 1.  
 miR-296 and the human 20q13 imprinted domain 
 miR-296  gene maps at the  GNAS locus (at human 20q13), 
an extremely complex imprinted domain, with alternatively 
spliced transcripts generated from multiple imprinted pro-
moters ( Fig. 2 ). In man, the miR-296 gene is positioned only 
1.0 kb downstream from the 3  end of the  GNAS  antisense 
transcript RNA, leaving open the possibility that this latter 
might be the miRNA host gene. In mouse (distal chromosome 
2), an additional miRNA gene without any clear human ho-
mologous counterpart, miR-298, is located nearby miR-
296. 
 In silico-predicted hairpin structures within imprinted 
domains  
 Three conserved hairpin structures exhibiting pre-miRNA 
gene features (Berezikov et al., 2005) are found at two other 
human imprinted domains: 11p15.5 (can736 and can693) 
and 7q21 (can714). Can693 is positioned within an inter-
genic region between  CDKN1C and  KCNQ1  genes while 
can736 is located within an intron of the 5  untranslated part 
of the paternally expressed gene  IGF2 . However, it is tran-
scribed in the opposite orientation to that of  IGF2 ( Fig. 2 ). In 
mouse, it maps only 0.3 kb from the 5  part of anti- Igf2 tran-
script. Can736 and can693 genes are embedded within CpG 
islands, the signifi cance of which, if any, remains obscure.
At human 7q21, can714 is homologous to four repeated se-
quences arranged in a head-to-tail manner within an intron 
of the untranslated region of  PEG10 , a paternally-expressed 
gene. Remarkably, these repeats have the potential to fold 
into a large and nearly perfect, double-stranded RNA struc-
ture (not shown). Further studies are now needed to formally 
demonstrate the expression of these in silico-predicted
miRNA-like genes. 
 Towards the understanding of imprinted small RNA 
genes 
 Important issues persist after the characterization of about 
200 bona fi de or predicted imprinted small RNA genes. What 
are the molecular signaling pathways controlling their tissue-
specifi c and/or developmentally regulated gene expression 
patterns? What are their physiological function(s) in the de-
veloping embryo, in placenta or in adult tissues? Are they 
involved in epigenetic regulatory pathways? Identifying their 
targets is the fi rst step towards understanding their biological 
relevance.  
 Given that the vast majority of imprinted small RNA 
genes are devoid of full and conserved complementarities to 
any cellular transcripts, addressing the question of their target 
is a diffi cult task. First, imprinted small RNAs are specifi c to 
eutherian species (i.e. none of the ones tested were detected 
in chicken or even opossum brain; H. Seitz, unpublished re-
sults), which considerably limits the use of comparative se-
quence analysis for target identifi cation (computer searches 
often rely on cross genome comparisons to predict conserved 
mRNA targets). Second, the functional parts of the small 
RNAs involved in target specifi city (the C/D snoRNA se-
quences upstream from the D/D boxes or the 5  seed for 
miRNAs) can vary notably from one copy to the other, sug-
gesting that they may target different RNA species or related 
members of a same gene family. Alternatively, due to the ex-
pected functional redundancy between repeated small RNA 
gene copies, some of them might be simply dispensable (i.e. 
mutations within functional RNA segments might accumu-
late without detrimental consequences). Alternatively, a role 
of imprinted C/D RNAs and miRNAs unrelated to conven-
tional post-transcriptional regulations may also be envisioned 
(see below).  
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 Recent advances strongly suggest that miRNAs and RNAi-
related processes play a key role in neuronal functions, brain 
morphogenesis as well as in regulation of stem cell self-re-
newal and cell fate decisions (Cheng et al., 2005; Giraldez et 
al., 2005). Remarkably, the listing of new potential imprinted 
miRNA genes has shed light on a possible link between small 
RNA genes and imprinted loci known to be associated with 
behavioral phenotypes. HBII-85 C/D RNA genes at human 
15q11]q13 are the very example because they represent 
credible gene candidates for causing Prader-Willi syndrome. 
Gene dysregulation at the imprinted locus hosting miR-296 
(mouse distal chromosome 2) and miR-335 (mouse proximal 
chromosome 6) genes are also known to give rise to behav-
ioral disturbances (Lefebvre et al., 1998; Plagge et al., 2005). 
In this regard, the targeted disruption of the  Peg1/Mest gene 
on mouse proximal chromosome 6 induces abnormal mater-
nal behavior including impaired placentophagia (Lefebvre et 
al., 1998). Given that expression of miR-335, which is intron-
encoded in the  Peg1/Mest gene, has not been tested, these 
phenotypes (or some part of them) might also be attributed, 
to some extent, to a lack of expression of miR-335. In the case 
of human 14q32/mouse distal 12 domains, an extensive anal-
ysis of the phenotypes in the adults is still lacking but given 
that imprinted small RNA genes at this locus are strongly ex-
pressed in the adult brain, brain-associated functions are 
probable. All in all, it is tempting to speculate that imprinted 
small RNA genes might participate in the etiology of disor-
ders affecting brain functions.  
 The notion that miRNAs might be involved in viral infec-
tions of mammalian cells is emerging, supported by the fi rst 
evidence that an miRNA (miR-32) is at the basis of an anti-
viral defense mechanism in human cells (Lecellier et al., 
2005). It is worth noting that  Rtl1  is a retrotransposon-like 
gene and its regulation by imprinted miRNAs brings the pro-
cesses of RNAi, genomic imprinting and genome defense to-
gether. These potential links have been previously reviewed 
by Seitz et al. (2004b).  
 In plants, numerous cases of RNA-mediated transcrip-
tional gene silencing are associated with specifi c DNA meth-
ylation. In  Schizosaccharomyces pombe , Dicer-produced
siRNAs derived from centromeric repeats are incorporated 
into RITS (RNA-induced transcriptional silencing complex), 
a RISC-related complex, to direct heterochromatin formation 
and gene silencing at the transcriptional level (Matzke and 
Birchler, 2005). Several lines of evidence in mammalian sys-
tems support the existence of nuclear RNA-mediated gene 
silencing mechanisms: (i) Small RNA-mediated RNA degra-
dation is active in the nucleus (Robb et al., 2005). (ii) DNA 
methylation and histone H3K9 methylation can be triggered 
by small interfering RNAs (Kawasaki and Taira, 2004; Mor-
ris et al., 2004) although this may not occur in all experimen-
tal systems (Park et al., 2004; Svoboda et al., 2004). (iii) Dic-
er-defi cient mouse ES cells show reduced levels of DNA and 
histone H3K9 methylation of centromeric DNA, high levels 
of centromeric repeat RNAs and transcriptional derepression 
of centromeric repeats (Kanellopoulou et al., 2005). A condi-
tional loss-of-function mutant of Dicer in hybrid human-
chicken cells also causes accumulation of transcripts from 
alpha-satellite sequences and leads to abnormal mitotic cells, 
presumably due to a defect in the formation of centromeric 
heterochromatin (Fukagawa et al., 2004; Kanellopoulou et al., 
2005). Thus, Dicer-related RNAi machinery is required for 
the silencing of centromeric heterochromatin in vertebrates.
  Given that repeated sequences are known to attract silenc-
ing and considering the involvement of small RNAs and the 
RNAi machinery in the construction of repressive chromatin 
in mammals, it is legitimate to propose that imprinted small 
RNAs – and more especially the large miRNA gene cluster at 
14q32 – could account for certain epigenetic regulations at 
the basis of genomic imprinting. In many RNA-mediated 
gene silencing mechanisms, like X chromosome inactivation 
(mammals), RNA-directed DNA methylation (plants) or het-
erochromatinization at the sexual Mat locus  (S. pombe) , the 
RNA and/or the RNAi machinery is mainly required to initi-
ate the epigenetic state. Hence, miRNAs might guide epige-
netic marking early during development (in the germ line), 
but once the imprints are installed on gamete haplogenomes, 
they might be dispensable for the subsequent maintenance 
and reading of the imprints. DNA methylation plays a central 
role in genomic imprinting. Interestingly, at mouse distal 12 
locus four miRNA genes encoded in  Mirg as well as the anti-
 Rtl1 miRNAs are embedded within (or are located next to) 
CpG islands. The same is true for the miRNA-like genes 
can693 and can736 at human 11p15.5. In the case of  Rtl1 
gene, because CpG islands are methylated in patUPD12 em-
bryos (in which miRNA genes are no longer expressed), in-
volvement of the RNAi machinery is unlikely (N. Youngson 
and A. Ferguson-Smith, personal communication). Concern-
ing the remainder miRNAs, it is now of fi rst interest to inves-
tigate their potential involvement in DNA methylation, in-
cluding in non-canonical contexts as observed in plants (i.e. 
on cytosines in CpNpG and asymmetric sequence contexts). 
Alternatively or additionally, miRNAs could help to install 
an allele-specifi c chromatin state through recruitment of his-
tone modifi cation complexes. ‘Loss-of-function’ approaches 
are now indispensable to unravel the biological roles of these 
small RNAs and to decipher the biological and/or evolution-
ary signifi cance of this potential link between imprinted loci 
and small RNA genes.  
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 Notes added in proof 
 Bentwich et al. (2005) recently reported the 
characterization of many primate-specifi c mi-
croRNAs which are only detected in the pla-
centa and whose genes are organized into a 
cluster at the human 19q13.4 domain, very 
close to three previously described miRNA 
genes (miR-371, miR-372 and miR-373) spe-
cifi cally expressed in human embryonic stem 
cells. This large cluster is reminiscent to some 
extent to that described at the human imprint-
ed 14q32 locus (Cf.  Fig. 2 ). Although these mi-
croRNA genes are located relatively far away 
from the paternally expressed  PEG3/ZIM2 
 gene, it is now important to test their imprinted 
status.  
 Many in silico-predicted microRNA genes 
at the imprinted  Dlk1-Gtl2  domain described 
by Seitz et al. (2004) have now been experimen-
tally detected in human by Bentwich et al. 












Figure I-13 Organisation du noyau cellulaire des mammifères basé sur le modèle de l’existence des territoires 
chromosomiques et d’un espace interchromatinien. D’après (Lanctôt et al., 2007). Vision schématique d’une 
section nucléaire. Le noyau est caractérisé par une distribution compartimentalisée de composants fonctionnels. 
L’enveloppe nucléaire contient des pores et la lamine nucléaire. Les NORs, régions organisatrices de nucléoles, se 
regroupent pour former les nucléoles. La chromatine est organisée en territoires chromosomiques distincts. Les 
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speckles, les corps PML et les Cajal bodies localisés dans le compartiment interchromatinien (les sections de canaux 




Importance de l’architecture nucléaire dans 
les mécanismes d’inactivation du 




1 L’architecture nucléaire 
 
1.1 Le noyau, un organelle subcellulaire 
 
 On connaît l’existence du noyau depuis le début du XIXième siècle, découverte que l’on 
doit à Franz Bauer en 1802. Le noyau est décrit de manière plus poussée par le botaniste écossais 
Robert Brown en 1831, qui donne le nom d’ « auréole » ou de « noyau » à cette structure opaque 
qu’il visualise par microscopie dans certaines cellules d’orchidées. En 1835, Rudolf Wagner 
découvre le premier compartiment subnucléaire : le nucléole. Suivent les corps de Cajal, par 
Santiago Ramon y Cajal en 1903. Avec l’avènement d’outils de microscopie de plus en plus 
perfectionnés, l’utilisation de protéines fluorescentes et le développement de techniques de 
FISH, l’étude de la structure intranucléaire a pu été approfondie depuis les années 80. Le noyau 
s’est révélé être un organelle intracellulaire hautement structuré (cf. figure I-13).  
 
Le noyau est délimité par une double membrane de phospho-lipides qui constitue l’enveloppe 
nucléaire. L’enveloppe est interrompue par de nombreux pores appelés complexes de pores 
nucléaires, qui permettent l’échange bidirectionnel de molécules entre le noyau et le cytoplasme. 
Le complexe de pore est un énorme ensemble macromoléculaire (sa masse est estimée à 60MDa 
chez les vertébrés) composé d’environ 30 protéines appelées les nucléoporines. Les complexes 
de pores sont très dynamiques. Alors que les molécules de petite taille (25-40kDa) diffusent 
passivement au travers, le transport de macromolécules de plus grande taille nécessite un 
mécanisme facilité et actif. Certaines macromolécules transportées de manière active 
interagissent directement avec les nucléoporines ; d’autres sont prises en charge sous forme de 
cargo par des protéines spécialisés, les récepteurs de transport. Consulter (Tran and Wente, 2006) 
pour une revue sur les complexes de pores nucléaires.  
La face interne de l’enveloppe nucléaire est couverte d’une structure organisée en mailles, la 
lamina. La lamina est composée de polypeptides fibreux, les filaments intermédiaires, dont les 



















Figure I-14 Visualisation des territoires chromosomiques. D’après (Meaburn et al., 2007) et (Dundr and Misteli, 
2001). A et B : Les chromosomes peuvent être visualisés en utilisant des sondes fluorescentes spécifiques des 
chromosomes entiers. Les chromosomes 13 (bleu), 14 (rouge) et 15 (vert) sont révélés dans des cellules murines en 
métaphase (A) ou interphase (B) par microscopie à fluorescence. Dans les cellules en interphase, les chromosomes 
apparaissent sous la forme de territoires chromosomiques. C : Des techniques modernes d’imagerie permettent de 
visualiser simultanément tous les chromosomes dans un noyau, comme montré ici dans un noyau de fibroblaste 
humain. D : Les territoires chromosomiques ne sont pas des entités solidaires, et leur intérieur est parcouru par un 




1.2 Les chromosomes sont spatialement organisés en territoires 
chromosomiques 
 
(Cremer et al., 2006) est une revue qui traite des territoires chromosomiques et de 
l’espace interchromatinien.  
Les deux tiers de l’espace du noyau sont occupés par la chromatine, c’est-à-dire l’ADN nucléaire 
et les histones qui lui sont associées. L’ADN de chaque chromosome est sépare physiquement. 
Ceci est visible en métaphase car les chromosomes sont très condensés et facilement 
individualisables (cf. figure I-14). En interphase, la chromatine est beaucoup plus décondensée, 
mais l’organisation topologique des chromosomes n’en est pas plus désordonnée. En effet, les 
chromosomes occupent des positions distinctes et bien définies au sein du noyau interphasique, 
appelées les territoires chromosomiques. Les territoires chromosomiques sont stables au cours du 
cycle cellulaire et sont confinés dans un espace limité. Ils sont visibles en FISH en utilisant des 
sondes spécifiques de chaque chromosome (cf. figure I-14).  
 
Les territoires chromosomiques au sein du noyau ne sont pas positionnés au hasard. Une 
distribution radiale des territoires est décrite, avec certains chromosomes préférentiellement 
placés vers l’extérieur, et d’autres plutôt situés à l’intérieur. La distribution des territoires des 
chromosomes 18 et 19 est un cas d’école : le chromosome 18, qui est pauvre en gènes, est 
généralement localisé à la périphérie du noyau ; le chromosome 19, plus riche en gènes, occupe 
une position plus interne (Croft et al., 1999). La densité en gènes n’est pas le seul facteur 
déterminant dans la position radiale d’un territoire : la taille du chromosome semble aussi entrer 
en jeu (Sun et al., 2000). De plus, la position relative des chromosomes les uns par rapport aux 
autres peut être conservée. C’est le cas de trois territoires (chromosomes 12, 14 et 15), qui 
semblent souvent être regroupés dans des lymphocytes (Parada et al., 2002). D’autre part, 
l’organisation globale des territoires chromosomiques serait préservée tout au long de 
l’interphase et transmise aux cellules filles lors de la mitose (Gerlich et al., 2003) . 
 
Les territoires chromosomiques seraient parcourus par des canaux plus ou moins larges qui 
formeraient le réseau de l’espace interchromatinien (cf. figure I-14). Ce réseau doit être perçu 
comme un jeu de protrusions et d’invaginations plutôt que comme un ensemble de tubes 
uniformes. L’espace interchromatinien serait composé de larges lacunes dont le diamètre pourrait 
dépasser plusieurs micromètres et de canaux plus fins mesurant à peine quelques nanomètres. 
Cet arrangement permettrait l’accessibilité du génome aux molécules qui circuleraient dans les 
canaux interchromatiniens indispensables à la fonction du noyau. L’espace interchromatinien 
contiendrait aussi les différents compartiments subnucléaires détaillés plus bas. Ce modèle 
d’organisation du noyau répond au nom de CT-IC (chromosome territory–interchromatin 
compartment) et est largement répandu dans la littérature. Cependant, l’existence d’un 
compartiment interchromatinien est controversée sur la base d’observations à l’échelle 
électronique. Il est possible de consulter (Branco and Pombo, 2007) pour une revue des modèles 













Figure I-15 Visualisation de plusieurs compartiments subnucléaires par microscopie. A : Détails de trois 
compartiments subnucléaires visualisés en microscopie électronique dans des noyaux d’ovocyte de xenope. D’après 
(Handwerger et al., 2005). Le Cajal body, le speckle et le nucléole sont distinct du point de vue de leur morphologie. 
GC : composant granulaire; DFC : composant fibrillaire dense; FC : centre fibrillaire. Barre : 1 µm. B, C, D, E, F : 
Compartiments subnucléaires visualisés en microscopie à fluorescence. D’après (Dundr and Misteli, 2001), 
(Lamond and Sleeman, 2003), (Cioce and Lamond, 2005) et (Fox et al., 2002). B : Nucléoles. C : Cajal bodies. D : 
Speckles. E : DAPI (bleu), paraspeckles (vert, petites flèches) et speckles (rouge, grosse flèche). Les paraspeckles 
forment des foci discrets adjacents aux speckles. F: Micrographie de fluorescence représentant la 
compartimentalisation interne de la chromatine et des compartiments subnucléaires dans le noyau des cellules de 








1.3 Compartiments subnucléaires 
 
 Les compartiments subnucléaires sont des structures situées dans l’espace 
interchromatinien (cf. figures I-13 et I-15). Il ne s’agit pas d’organelles, puisqu’ils ne sont pas 
limités par une membrane. Ce sont par contre des unités structurales bien définies. En effet, ils 
contiennent un ensemble de protéines et parfois d’ARNs précis et spécifiques de chacun, qui 
peuvent servir de marqueur pour leur visualisation in situ. D’autre part, ils sont directement 
visibles en microscopie, où leur morphologie se détache très distinctement du reste du noyau. 
Les compartiments les mieux connus, et ceux qui seront mentionnés dans la suite du manuscrit 
sont listés ci-dessous, à savoir les nucléoles, les speckles, les paraspeckles et les Cajal bodies. 
Consulter (Handwerger and Gall, 2006) pour une revue récente sur les compartiments 
subnucléaires.  
 
- Les nucléoles (cf. (Raska et al., 2006) pour une revue). Le nucléole est le compartiment 
subnucléaire le plus évident du noyau, puisqu’il peut être identifié sur la base de sa 
morphologie en microscopie à lumière transmise (et biensûr en microscopie à 
fluorescence et électronique (cf. figure I-15)). C’est aussi le mieux connu. Sa fonction 
majeure, en tant que site d’expression des gènes ribosomiques et site d’assemblage des 
pré-ribosomes, a été établie il y a plus de 40 ans. Les nucléoles contiennent des dizaines 
voire des centaines de gènes ribosomaux actifs. Les gènes ribosomaux sont présents dans 
le génome sous forme de répétitions en tandem et regroupées au sein de loci 
chromosomiques appelés NORs (régions organisatrices du nucléole). Ces régions se 
regroupent dans les noyaux en interphase et participent à la formation des nucléoles.  
La visualisation d’un nucléole en microscopie électronique révèle trois composants 
morphologiquement distincts : les centres fibrillaires (FC), les composants fibrillaires 
denses (DFC) et les composants granulaires (GC) (cf. figure I-15). Cette structure 
tripartite pourrait corréler avec le processus vectoriel de la transcription et de la 
maturation des ARNs ribosomiques. Dans ce modèle, les gènes actifs sont distribués à la 
périphérie des FC. Les ARNs pré-ribosomiques s’accumulent initialement dans les DFC, 
où ils subissent les premières étapes de leur maturation. Des étapes plus tardives ont lieu 
dans les GC, où ils transitent avant d’être exportés du nucléole vers le cytoplasme. La 
relation entre structure et fonction du nucléole semble néanmoins plus complexe que ce 
que laisse entendre ce modèle simplifié (aspect discuté dans (Raska et al., 2006)).  
Alors qu’on a longtemps cru que le nucléole était une structure dédiée à la biogenèse des 
pré-ribosomes, d’autres rôles lui ont été assignées. Parmi ses fonctions non-canoniques, 
on compte le contrôle d’infections virales, la maturation d’ARNs ou de 
ribonucléoparticules (RNPs) non-nucléolaires, l’implication dans la tumorigenèse et la 
régulation du cycle cellulaire.   
 
- Les speckles (cf. (Lamond and Spector, 2003) pour une revue). Dans les cellules de 
mammifères, la machinerie d’épissage des pré-ARNm (comprenant les snARNs, les 
facteurs protéiques du spliceosome et d’autres facteurs associés), localisent dans des 
foyers hétérogènes de l’espace interchromatinien. Ils ont un profil tacheté dans le noyau, 
qui leur a valu leur nom de « speckles » (en anglais « tacheté »). Les speckles sont de 
forme irrégulière et de taille variable, on en compte 25 à 50 par noyau (cf. figure I-15). 
On les repère en routine au microscope à fluorescence en utilisant des marqueurs de la 
machinerie d’épissage comme la protéine SC-35. Au microscope électronique, les 
speckles apparaissent sous forme de grappes de granules interchromatiniennes (IGC). 
 57 
Elles sont souvent adjacentes à des fibrilles périchromatiniennes (PF), qui 
correspondraient à des pré-ARNm naissants. 
En plus des facteurs impliqués dans l’épissage, de nombreuses autres protéines localisent 
dans les speckles. L’analyse protéomique de speckles purifiés a identifié entre autre des 
facteurs de transcription, des facteurs associés à la maturation 3’ des ARNs, des 
phosphatases et des kinases, et des protéines structurales. Un pool d’ARNs polyadénylés 
localise aussi au niveau des speckles, mais on ignore à quoi ils correspondent et s’ils sont 
traduits ou pas.  
On pense que les speckles seraient un lieu de stockage qui participerait à l’épissage et la 
maturation des pré-ARNm. Ils pourraient aussi servir de lieu de passage pour les RNP en 
direction des NPC et du cytoplasme.  
 
- Les paraspeckles. Les paraspeckles sont des corpuscules nucléoplasmiques récemment 
identifiés. Typiquement, une cellule contient 10 à 20 paraspeckles, qui forment des foci 
discrets souvent adjacents aux domaines speckles, et qui peuvent interagir avec les 
nucléoles (cf. figure I-15) (Fox et al., 2002). 
La fonction des paraspeckles est totalement inconnue et il se pourrait qu’ils agissent à 
divers niveaux du métabolisme des ARNs. Les paraspeckles sont impliqués dans la 
séquestration nucléaire de l’ARN-CTN, requis en conditions de stress (Prasanth et al., 
2005). D’autre part, ils contiennent des protéines spécifiques de la famille des PSPs 
(paraspeckle proteins). Ces protéines interagissent avec des protéines de liaison à la 
queue carboxy-terminal de l’ARN polymerase II, comme p54nrb et PSF. Les 
paraspeckles contiennent la polymérase II, mais peu d’ARN nouvellement synthétisés 
donc ce ne sont pas des sites actifs de transcription (Xie et al., 2006). Des facteurs de 
transcription, notamment le proto-oncogène BCL6, ont été localisés dans les 
paraspeckles, sans qu’on sache quelle signification donner à cette localisation (Liu et al., 
2006).  
   
- Les Cajal bodies (cf. (Matera and Shpargel, 2006) pour une revue). Les Cajal bodies sont 
des compartiments sphériques de 0.1 à 1µm de diamètre présents dans le nucléoplasme 
de certaines cellules (cf. figure I-15). La protéine p80 coiline sert de marqueur en 
microscopie. La coiline est capable d’interagir avec la protéine SMN, qui est le produit 
du gène de l’une atrophie musculaire spinale. SMN peut être visualisés dans les Cajal 
bodies, mais pas de manière systématique. 
Les Cajal bodies contiennent une classe de petits ARNs nouvellement identifiés, les 
scaARNs (Cajal body specific RNA), qui sont apparentés aux petits ARNs C/D et 
H/ACA. Les scaARNs guideraient des modifications post-transcriptionnelles sur les 
snARNs du spliceosome lors de leur passage par les Cajal bodies. On pense que les Cajal 
bodies sont aussi des sites d’assemblage de RNPs, comme les snRNPs, les RNPs C/D et 
H/ACA et le complexe RNP de la télomérase, dont l’ARN localise dans les Cajal bodies 




2 Positionnement nucléaire et inactivation du X 
 
2.1 Le chromosome X inactif forme un compartiment subnucléaire hautement 
organisé 
 
 Des travaux d’imagerie cellulaire réalisés dans l’équipe de Jeanne Lawrence ont révélé 
une haute organisation spatiale pour le chromosome X inactif (Clemson et al., 2006). Dans des 
fibroblastes femelles humains, Xist est situé au centre du chromosome X inactif, une position 
qu’il partage avec des régions non-géniques et des éléments répétés. Les gènes, qu’ils soient 
réprimés comme la plupart des gènes du X inactif, ou qu’ils soient actifs (les escapees), sont 
positionnés à l’extérieur du compartiment Xist et du corpuscule de Barr détecté, en bordure de 
ces zones, à la périphérie du territoire chromosomique interphasique. Cette localisation est 
retrouvée, bien que de manière un peu moins nette, au chromosome X actif. Ces résultats 
montrent que le compartiment occupé par Xist n’est pas composé de gènes silencieux comme on 
aurait pu le croire, mais de séquences d’ADN non-codantes. Les gènes, au contraire, en sont 
exclus. Les auteurs proposent que l’ARN Xist est capable de lier et condenser la chromatine non-
génique et que ceci est à l’origine du mécanisme de répression à l’échelle du chromosome 
(Clemson et al., 2006). En parallèle, l’équipe d’Edith Heard s’est intéressée au mouvement 
adopté par les gènes au cours de l’inactivation dans des cellules ES en différenciation (Chaumeil 
et al., 2006). Leur analyse montre que les gènes sont internalisés dans le domaine Xist lors de 
l’inactivation. Ces résultats ne semblent pas contradictoires avec ceux de Clemson et al., puisque 
les auteurs précisent qu’ils retrouvent une position périphérique pour les gènes testés, et que le 
mouvement d’internalisation, bien qu’il soit significatif, a une amplitude de seulement 0.8 à 1µm 
(Chaumeil et al., 2006).  
D’autre part, au cours de ces travaux, il est reporté que la machinerie polII et des facteurs 
associés sont exclus du territoire occupé par Xist juste après le coating, et avant la mise en place 
des marques hétérochromatinennes. Dans la lancée de Clemson et al., qui propose une nouvelle 
fonction pour Xist dans la création d’un environnement nucléaire, les auteurs postulent que 
l’ARN Xist induit la formation d’un compartiment nucléaire transcriptionnellement répressif, 
dans lesquels les gènes mis en silence seraient internalisés (Chaumeil et al., 2006).  
 
Dans ce scénario, quelle contrainte structurale est responsable de l’ancrage de Xist au sein de 
l’architecture nucléaire et l’empêche de diffuser ? Il a été montre que l’ARN Xist était résistant à 
des traitements à la DNase et à des conditions de haute force ionique, suggérant qu’il faisait 
partie d’un compartiment résiduel structural du noyau dont l’existence est assez controversée et 
dénommé la « matrice nucléaire » (Clemson et al., 1996). En ce sens, la protéine SAF-A 
colocalise avec le X inactif, et fait partie intégrante d’un composant structural très stable et 
spatiallement contraint du chromosome X inactif (Fackelmayer, 2005; Helbig and Fackelmayer, 
2003). SAF-A (scaffold attachment factor A) a été initialement identifiée comme une protéine de 
la matrice nucléaire. Les auteurs proposent que Xist et SAF-A, de manière coopérative, 
formeraient une structure stable dans le territoire du X inactif. Cette structure servirait de 




2.2 Positionnement dynamique du X au sein du noyau au cours de l’initiation de 
l’inactivation 
 
L’hypothèse du positionnement différentiel des chromosomes X au sein du noyau pour 
expliquer le maintien d’identité différente entre X actif et inactif a été émise il y a quarante ans 
(Comings, 1968). La théorie privilégiait alors un rôle pour l’association à la membrane nucléaire, 
rôle qui n’a pas été démontré jusqu’à aujourd’hui. En revanche, des travaux très récents montrent 
clairement l’implication de la dynamique nucléaire dans les mécanismes d’inactivation du 
chromosome X.  
 
 
Quand les deux X flirtent : interaction spatiale X-X avant l’initiation de l’inactivation 
 
Dans l’inactivation aléatoire des femelles de mammifères, le nombre de chromosome X 
doit être « compté », afin que la cellule détermine le nombre de X à inactiver (passé en revue 
dans (Alexander and Panning, 2005)). En contexte sauvage, une cellule de femelle compte deux 
chromosomes X, et l’un d’entre eux sera inactivé. Dans des individus multiploïdes pour le 
chromosome X, le nombre de X inactivés correspond au nombre total de chromosome X auquel 
on retranche un (nXinactif = ntotal de chromosome X - 1). Puis la cellule doit choisir lequel des 
chromosomes X sera inactivé. Des éléments de la région du Xic sont nécessaires à ces processus 
de comptage et de choix. Mais comment un chromosome est-il choisi pour être inactivé alors que 
l’autre chromosome, avec des séquences homologues, reste actif ? Il a été proposé que la 
« transvection », c’est-à-dire l’interaction entre chromosome homologue permettant une 
communication en trans, permettrait de coordonner le processus d’inactivation aléatoire 
(Marahrens, 1999). Dans ce scénario, les deux chromosomes X interagiraient entre eux de 
manière transitoire pour un échange d’information nécessaire à l’établissement de l’inactivation.  
 
Cette hypothèse a été testée par deux groupes indépendants qui ont étudié la dynamique de 
position des chromosomes X au moment de l’initiation du processus d’inactivation dans des 
cellules ES femelles en différentiation (Bacher et al., 2006; Xu et al., 2006). L’analyse statistique 
d’images de FISH met en évidence que les deux loci Xic s’associent de manière transitoire au 
moment de l’inactivation spécifiquement. L’interaction a lieu juste avant ou de manière 
concomitante avec le coating du chromosome X inactif par Xist, et avant l’installation de 
marques répressives de la chromatine. L’interaction a été confirmée par Chromosome 
Conformation Capture, ou 3C†, une technique de biologie moléculaire récemment développée 
permettant de détecter des associations physiques entre des régions génomiques distantes (Xu et 
al., 2006). Des insertions autosomales induisent l’interaction entre les autosomes concernés et 
causent la perte de l’interaction entre les chromosomes X. Des analyses de mutants permettent de 
corréler cette association à la fonction du Xic dans l’inactivation aléatoire.  
On pense que la colocalisation transitoire des deux Xic, joliment nommé le « X-rated rendez-
vous » (Carrel, 2006), est une étape à part entière de communication entre les deux Xic, qui 
s’inscrit dans le processus de l’inactivation du chromosome X.   
                                                 
†
 La technique du 3C, ou Chromosome Conformation Capture, met en jeu l’isolation de noyaux intacts, suivi de la 
fixation à la formaldéhyde qui crée des liens covalents entre segments de chromatine qui sont en contact via leurs 
protéines liées à l’ADN. Les fragments d’ADN cross-linkés sont ensuite fragmentés par des enzymes de restriction 
et raboutés pour former un jeu de produits de ligation, chacun etant représentatif d’une interaction physique. Les 




Après séparation, le X inactif va retrouver le nucléole 
 
 A l’origine, par localisation in situ dans des neurones et des fibroblastes, le corpuscule de 
Barr avait été reporté comme étant souvent localisé à proximité d’un nucléole, sans forcément 
entrer en contact avec lui (Barr, 1949; Borden and Manuelidis, 1988; Bourgeois et al., 1985). Si 
bien que le corpuscule de Barr avait été qualifié de « satellite nucléolaire ».  
L’équipe de Jeannie Lee a analysé de manière quantitative le positionnement des chromosomes 
X actifs et inactifs au sein du noyau (Zhang et al., 2007). Il apparaît que le chromosome X inactif 
vient en contact direct avec le nucléole. Dans des cellules ES femelles en différenciation, cette 
association fait suite au phénomène de pairing précédemment décrit. Dans des fibroblastes 
embryonnaires de souris en milieu-fin de phase S, ce sont 80 à 90% des chromosomes X inactifs 
qui sont localisés dans la périphérie immédiate du nucléole. Dans des cellules avec un transgène 
Xic sur un autosome, l’autosome porteur du transgène est ciblé dans l’espace péri-nucléolaire en 
phase S avec une cinétique similaire au chromosome X inactif. Xic est donc suffisant pour 
récapituler le ciblage périnucléolaire. De plus, l’étude de mutants pour Xist montrent que Xist est 
obligatoire pour cette localisation. Dans ces mutants, la perte du ciblage péri-nucléolaire corrèle 
avec la perte de marques hétérochromatiques du X inactif. De manière frappante, le 
compartiment péri-nucléolaire est enrichi en Snf2, un facteur impliqué dans la réplication de la 
chromatine condensée. Les auteurs proposent que la périphérie du nucléole serait un 
compartiment spécialisé pour la réplication de chromatine condensée. Le ciblage spécifique du 
chromosome X inactif dans cet environnement pendant sa phase de réplication serait donc 
un moyen de conserver sa structure hétérochromatinienne (Zhang et al., 2007). Le rôle de 
l’association physique nucléole – chromosome X inactif reste à determiner. Mais 
conceptuellement, ce modèle implique que la dynamique intranucléaire des chromosomes X est 































Figure I-16 Situation asymétrique au locus Igf2/H19. L’expression spécifique de l’origine parentale des gènes au 
locus Igf2/H19 est montrée. L’ARN non-codant figure en gros caractères. Le chromosome paternel (pat) est en haut, 
le chromosome maternel (mat) en bas. Les rectangles roses et bleus signalent la présence des promoteurs actifs des 
gènes à expression maternelle ou paternelle respectivement. Les flèches indiquent l’orientation et l’étendue de la 
transcription. Les enhancers partagés par Igf2 et H19 sont représentés. Les régions différentiellement méthylées sont 
indiquées par des cercles blancs (copie non méthylée) ou noir (copie méthylée, M). Les DMRs Igf2 figurent en tant 
que DMR0, DMR1 et DMR2. CTCF est capable de lier la copie non méthylée du centre d’empreinte (DMR H19) 
























3 Architecture nucléaire et empreinte génomique parentale 
 
Les mécanismes moléculaires responsables de la régulation des gènes soumis à 
l’empreinte ne sont encore que partiellement compris. Certes on connaît l’importance des profils 
différentiels de méthylation de l’ADN et des modifications d’histones, et on suppose fortement 
l’implication des ARNs non-codants, mais ça n’explique pas tout. Une autre possibilité (qui n’est 
pas exclusive avec les trois niveaux de régulation précédemment cités), encore une fois de type 
épigénétique, est l’implication du positionnement spatial des allèles. Par des interactions 
transitoires, les loci homologues pourraient communiquer et échanger des informations utiles au 
maintien de leur statut opposé. Ou encore, la localisation différentielle des allèles parentaux au 
sein de l’architecture nucléaire pourrait rendre compte de l’expression monoallélique.  
 
 
3.1 L’hypothèse du « kissing » au domaine Snurf-Snrpn : coup d’éclat, heure de 
grâce et déclin 
 
En 1996, le premier cas d’interaction interchromosomale entre allèles parentaux de loci 
soumis à l’empreinte a été publié (LaSalle and Lalande, 1996). La localisation relative des allèles 
homologues de la région SNURF-SNRPN a été analysée. L’approche a consisté à acquérir des 
échantillons d’une cinquantaine d’images de FISH sur de lymphocytes humains à différents 
stades du cycle cellulaire, puis à mesurer en 3D les distances séparant les deux allèles de 
SNRPN. Dans les cellules en fin de phase S spécifiquement, 60% des noyaux arborent un 
rapprochement des deux loci. Ces données ont conduit à l’hypothèse du « kissing », qui stipule 
que la rencontre entre l’allèle paternel et l’allèle maternel en phase S est nécessaire au maintien 
de l’expression soumise à l’empreinte dans les cellules filles (LaSalle and Lalande, 1996). Cette 
hypothèse a été corroborée par une étude du même locus chez la souris. Cette fois, c’est dans des 
fibroblastes aplatis par centrifugation que la mesure en 2D de la distance entre les deux allèles 
détectés par FISH a été menée. Un enrichissement de cellules dans lesquelles les allèles Snurf-
Snrpn sont adjacents ou juxtaposés a été observé dans les cellules en phase S (Riesselmann and 
Haaf, 1999).  
 
Les données de ces deux équipes sont en contradiction avec des travaux publiés peu après, où les 
auteurs ne trouvent aucune association spécifique des allèles SNRPN après analyse 3D d’images 
de FISH dans des cellules humaines HL60 (Nogami et al., 2000). D’autre part, dans l’étude 
montrant le kissing des allèles Xic par l’équipe d’Edith Heard, il est mentionné dans le texte 
qu’aucun rapprochement des allèles Snrpn n’a pu être observé dans des cellules ES de souris 
(aspect discuté en tant que résultats non publiés dans (Bacher et al., 2006)).  
Enfin, une publication récente par Thomas Cremer remet définitivement en cause les résultats 
des équipes de Lalande et Haaf à la base de l’hypothèse du kissing. Non seulement cette analyse 
ne reproduit pas les résultats de rapprochement des loci SNURF-SNRPN dans différents types 
cellulaires et avec plusieurs sondes de FISH, mais en plus fournit une explication alternative à la 
convergence des allèles des loci Snurf-Snrpn en phase S : le domaine Snurf-Snrpn est localisé à 
proximité de NORs, et le rapprochement observé serait une conséquence indirecte de 
mouvements guidés par ces NORs (Teller et al., 2007).  
 
 
3.2 Les boucles de chromatine au locus Igf2/H19 : un vrai sac de nœuds !  
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Une illustration plus convaincante du rôle du positionnement des allèles au sein du noyau 
dans l’empreinte concerne la régulation du cluster Igf2/H19 (cf. (Reik et al., 2004) pour une 
revue).  
H19 et Igf2 sont étroitement corégulés dans l’espace et dans le temps ; ils sont sous le contrôle 
d’enhancers communs, localisés à 8kb et 25kb en aval de H19, dans les cellules dérivées de 
l’endoderme et du mésoderme respectivement (Kaffer et al., 2000; Leighton et al., 1995b). Le 
centre d’empreinte (localisé dans la DMR H19, cf. figure I-16) de ce locus est très complexe et 
plurifonctionnel. Entre autre, il a une activité d’insulateur ; il s’agit plus précisément d’une 
activité « enhancer-blocking » sensible à la méthylation, et qui implique les enhancers du 
domaine et la protéine CTCF (CTCF est une protéine à doigts de zinc qui lie des sequences 
spécifiques (CCCTC) sur la chromatine pour former un complexe insulateur qui empêche l’accès 
à des enhancers dans de grandes régions chromosomiques) (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et 
al., 2000; Kanduri et al., 2000; Szabo et al., 2000). Ces études montrent que la DMR H19 
contient quatre sites de liaison à CTCF qui sont essentiels pour l’activité enhancer-blocking de la 
DMR. Ces sites ne peuvent lier CTCF que s’ils sont hypométhylés. Cette propriété crée une 
situation asymétrique, à l’origine d’une différence allélique dans le locus : l’allèle maternel 
arbore un complexe contenant CTCF qui exerce ses effets insulateurs ; l’allèle paternel n’est pas 
lié par CTCF puisque la DMR H19 y est hyperméthylée, et les régulations géniques se font en 
l’absence d’insulateur (cf. figure I-16).  
 
Comment le mécanisme d’insulation régule-t-il l’expression spécifique de l’origine parentale de 
H19 et Igf2 ? Weber et al., a montré que des séquences riches en AT d’Igf2, définies comme des 
éléments d’attachement à la matrice (MAR), avaient un comportement différents sur l’allèle 
maternel et sur l’allèle paternel lors d’expérience d’extraction saline. Ceci suggère que les deux 
copies parentales d’Igf2 présentent des structures chromatiniennes d’ordre supérieur qui leur sont 
spécifiques (Weber et al., 2003). Plusieurs études basées sur des expériences de 3C et 
d’immunoprécipitation de chromatine s’accordent pour conclure qu’en effet, des boucles de 
chromatine spécifiques selon l’allèle parental sont impliquées dans l’empreinte du locus. Les 
données pionnières (Murrell et al., 2004) montrent que le centre d’empreinte est proche dans 
l’espace de la DMR1 d’Igf2 sur le chromosome maternel et de la DMR2 d’Igf2 sur le 
chromosome paternel. Les auteurs proposent que ces interactions spécifiques de l’origine 
parentale sont le résultat de boucles de chromatine intrachromosomiques qui sont différentes sur 
les deux chromosomes parentaux. La boucle de l’allèle maternel rapprocherait les enhancers du 
promoteur de H19 alors que sur la boucle paternelle, les enhancers seraient proches du 
promoteur d’Igf2. Ceci a été directement testé par des travaux cherchant à isoler de manière 
systématique des régions du locus interagissant avec les enhancers ou avec le centre d’empreinte 
(Kurukuti et al., 2006). Les promoteurs d’Igf2 interagissent avec les enhancers sur l’allèle 
paternel seulement. Sur l’allèle maternel, les régions 5’ et 3’ d’Igf2 interagissent avec la DMR 
H19 (celle liée par CTCF), ce qui impose de former une boucle de chromatine étroite qui 
contribuerait à la répression d’Igf2. La protéine CTCF pourrait être un facteur clef dans la 
formation de cette boucle puisque CTCF lie la DMR1 in vivo (Kurukuti et al., 2006). En ce qui 
concerne H19, de manière surprenante, les enhancers ont accès au promoteur de H19 à la fois sur 
le chromosome maternel et sur le chromosome paternel, ce qui suggère que H19 serait contrôlé 
par d’autres mécanismes que ces boucles. Cet aspect est en contradiction avec d’autres données 
qui rapportent que le promoteur de H19 a un accès aux enhancers de l’allèle maternel 
spécifiquement (Yoon et al., 2007). Les auteurs expliquent cette différence en termes d’enzymes 
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de restriction. Ils affirment que les enzymes utilisées par Kurukuti et al., ne sont pas optimales 
pour l’étude de la région de H19.  
 
La régulation de l’empreinte du locus Igf2/H19 met en jeu des boucles intrachromosomiques. 
Des études récentes ajoutent un niveau de complexité à cette régulation : des boucles 
interchromosomiques, cette fois entre chromosomes différents se forment en partenariat avec 
l’IC du locus Igf2/H19. Ceci a pu être démontré grâce à l’utilisation de techniques nouvelles 
dérivées du 3C : le 4C (circular chromosome conformation capture) et le 3C-ACT (chromosome 
conformation capture and associated chromosome trap) pour les citer. Ces techniques permettant 
d’isoler des régions interagissant physiquement avec le domaine Igf2/H19 à l’échelle du génome 
entier. L’étude par 4C a identifié 114 régions candidates susceptibles d’interagir avec le centre 
d’empreinte du locus Igf2/H19. Parmi elles, certaines ont une affinité marquée avec le 
chromosome maternel du locus, suggérant que CTCF ait un rôle à jouer dans ces associations 
spatiales (puisque CTCF est spécifiquement lié à l’IC maternel). De manière notable, 10 régions 
soumises à l’empreinte sont identifiées comme interagissant avec l’IC d’Igf2/H19. Les auteurs 
évoquent la notion d’un réseau de régulation de gènes à l’échelle chromosomique (Zhao et al., 
2006). Par l’approche par 3C-ACT, seulement trois régions d’association avec l’IC ont été 
isolées. Les auteurs se sont particulièrement intéressés à l’une d’entre elles : la région 
intergénique localisée entre les gènes Wsb1 et Nf1 sur le chromosome 11, région qui n’est pas 
soumise à l’empreinte. L’interaction entre les allèles au sein du noyau a été confirmée par FISH. 
De manière inattendue, l’interaction en trans implique spécifiquement l’allèle maternel 
d’Igf2/H19 et l’allèle paternel de Wsb/Nf1, et cette interaction est médiée par CTCF. En contexte 
de knock down de CTCF, l’association interchromosomique est perdue, et le niveau de 
transcription de Wsb1 et Nf1 est réduit spécifiquement sur l’allèle paternel (Ling et al., 2006). 
Même sans explication précise de ces résultats, ces études ont le mérite d’avoir défriché le 
champ des interactions spatiales du centre d’empreinte Igf2/H19. On perçoit que l’IC du locus 
n’est pas restreint à la régulation de ses gènes adjacents en cis, mais qu’il est au cœur d’un réseau 


















Intérêt de mes recherches 
 
 Les travaux que j’ai effectués pendant ma thèse ont débouché sur la caractérisation de longs 
ARNs non-codants aux loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn soumis à l’empreinte génomique parentale. 
Trois raisons majeures nous ont poussés à entreprendre ces travaux.  
 
- Bsr, les transcrits RBII-85-HG et RBII-52-HG font partie de la famille des longs ARNs 
non-codants soumis à l’empreinte génomique parentale. Cette famille est vaste, tous les 
loci soumis à l’empreinte contenant au moins un ARN non-codant. Ils contiennent 
souvent un ou plusieurs petits ARNs de type miARN, ARN C/D ou piARN. Les longs 
ARNs non-codants soumis à l’empreinte ont typiquement une organisation complexe, 
avec des unités de transcription et des profils d’épissage atypiques. A quelques 
exceptions près, ces ARNs sont très mal caractérisés. Pourtant, on sait pour deux 
d’entre eux (Air et Kcnq1ot1) qu’ils jouent un rôle essentiel dans le mécanisme 
d’empreinte de leurs gènes voisins (Mancini-Dinardo et al., 2006; Sleutels et al., 2002).  
 
- Les loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn partagent une organisation génique originale. Tous 
deux sont parcourus par une longue unité de transcription non-codante qui génère des 
ARNs (dont Bsr au locus Dlk1-Gtl2 et RBII-85-HG/RBII-52-HG au locus Snurf-Snrpn) 
avec de nombreux points communs. 1) Ils sont peu conservés dans l’évolution (on ne les 
trouve que chez certains mammifères). 2) Ils sont exprimés de manière tissu-spécifique, 
avec une expression prépondérante dans le cerveau adulte. 3) Ils sont soumis à 
l’empreinte génomique parentale. 4) Ils s’étendent sur des unités de transcription de 
plusieurs dizaines de kb riches en répétitions et ils subissent un profil d’épissage 
complexe. 4) Ils abritent de nombreux petits ARNs (plus d’une centaine en tout). 5) On 
ignore leur fonction. La signification biologique de la présence de ces longs ARNs 
non-codants à deux loci distincts soumis à l’empreinte est inconnue. Ces transcrits 
sont-ils fonctionnels ou sont-ils seulement le fait d’une transcription anarchique ? Leur 
raison d’être se limite-t-elle à abriter les petits ARNs non-codants ? Ce sont autant de 
questions en suspens qui méritent de pousser la caractérisation de ces transcrits.  
 
- En modèle murin, l’expression des ARNs non-codants aux régions Dlk1-Gtl2 et Snurf-
Snrpn est inversement corrélée à la mise en silence de gènes voisins codant pour des 
protéines et avec un statut d’empreinte opposé. Bien que le lien direct de cause à effet 
n’ait pas été démontré, une contribution de ces ARNs dans les mécanismes 
d’empreinte de leur locus est envisagée (Cavaille et al., 2000; Chamberlain and 







Bsr, un ARN à expression monoallélique 




Dans un premier temps, je me suis intéressée à Bsr, le gène hôte du petit ARN à boîtes 
C/D RBII-36. RBII-36 a été isolé après la construction d’une banque de cDNA spécifique des 
petits ARNs C/D à partir d’un cerveau de rat adulte (Cavaille et al., 2001). Il est répété dans les 
introns de Bsr, qui avait été préalablement identifié comme un gène non-codant exprimé dans le 
système nerveux central du rat uniquement, et consistant en la répétition en tandem d’unités de 
répétitions de 0.9kb qui sont 87-100% identiques entre elles. L’ARN Bsr a été baptisé comme tel 
selon ses caractéristiques connues de l’époque « Brain Specific Repetitive (Bsr) RNA » (Komine 
et al., 1999). Par biologie moléculaire, mon équipe d’accueil a montré que l’ARN non-codant 
Bsr était un ARNm-like avec plusieurs isoformes d’épissage (Cavaille et al., 2001). Nous avons 
choisi de mener la caractérisation de Bsr par imagerie cellulaire, technique qui s’est révélée être 
une approche de choix dans le domaine de l’épigénétique et des ARNs non-codants relatifs à 
l’inactivation du X par exemple. Le chapitre qui suit reprend de manière synthétique les résultats 
principaux de l’article (Royo et al., 2007); les figures mentionnées en tant que (figures 1 à 7) 




1 Système d’étude : type cellulaire et sondes utilisées  
 
Trouver un type cellulaire pour la caractérisation de Bsr n’a pas été évident. Les cellules 
en question doivent exprimer Bsr et l’empreinte doit y être maintenue, c’est-à-dire que Bsr doit y 
être exprimé de manière monoallélique. Nous avons réussi à cultiver des fibroblastes 
embryonnaires de rat (REFs) et des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat répondant à ces 
critères.  
Pour cette étude, j’ai développé, en collaboration avec Edouard Bertrand (IGMM, CNRS 
Montpellier), un type de FISH (hybridation in situ en fluorescence) particulier basé sur 
l’utilisation de sondes oligonucléotidiques (ces sondes mesurent environ 50 nucléotides). Ces 
sondes contiennent des bases modifiées de type C6dT qui permettent de coupler directement la 
sonde à un fluorochrome. Les fluorochromes utilisés dans cette étude sont le CY3, l’Oregon-
Green ou l’Alexa 488, et le CY5. Cette combinaison permet la visualisation simultanée de trois 
espèces d’ARN. Quatre sondes sont majoritairement utilisées (cf. figure 1A):  
- Sonde Bsr-gène : celle-ci n’est capable de s’hybrider que sur l’ADN (et pas sur l’ARN) 
puisqu’elle est complémentaire au brin matrice. Pour cela, on l’utilise en ADN FISH après 
dénaturation thermique de l’ADN.  
- Sonde Bsr-intron : cette sonde s’hybride sur une partie de l’intron de l’ARN Bsr, différente 















Figure II-1 Tracks versus trees. D’après (Smith et al., 1999). A et B concernent la 
disposition « track ». L’ARN MyHC (rouge) forme un track avec le gène (vert – apparaît en 
jaune à cause de la superposition), qui est positionné au bord du track. Les transcrits 
s’éloignent du gène, comme indiqué dans le schéma. B et D concernent la disposition 
« tree » (arbre). L’ARN de la dystrophine (vert) forme un tree autour du gène. L’ARN 
entoure les deux foci qui représentent le gène de la dystrophine détecté avec deux sondes 
(rouge – apparaissent jaune à cause de la superposition). Le modèle montre l’arbre des 
transcrits naissants de dystrophine attachés au gène.  
Track Tree 
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introns, c’est-à-dire les transcrits naissants ou les transcrits nouvellement synthétisés n’ayant 
pas (ou peu) subi d’épissage.  
- Sonde RBII-36 : cette sonde est complémentaire à la séquence du petit ARN RBII-36. Elle 
détecte RBII-36 mature ainsi que tout précurseur, c’est-à-dire toute forme d’ARN Bsr 
contenant encore des séquences introniques dont la séquence RBII-36.  
- Sonde Bsr-épissé : cette sonde s’hybride à la jonction entre deux exons de Bsr. Elle détecte 




2 Visualisation de l’expression monoallélique de Bsr par 
ADN/ARN FISH 
 
Le gène Bsr étant situé dans un locus soumis à l’empreinte, son expression est 
monoallélique. Ceci est visualisé en combinant ADN et ARN FISH, ce qui permet la détection 
simultanée du gène Bsr et des ARNs Bsr. Avec la sonde Bsr-gène, on détecte systématiquement 
deux signaux ponctués par noyau ; ils correspondent aux deux allèles du gène. Avec la sonde 
Bsr-intron, on visualise un signal par noyau, souvent de forme allongée, qui colocalise avec l’un 
des deux signaux d’ADN (cf. figure 2A). Les ARNs détectés avec la sonde Bsr-intron 
correspondent aux transcrits naissants et/ou aux transcrits nouvellement synthétisés accumulés 
au site de transcription. Une telle accumulation de transcrit n’est pas observée sur l’autre 




3 Profil inattendu pour l’ARN Bsr épissé : l’ARN est 
exclusivement nucléaire et s’accumule sous forme de track au 
site de transcription et de dots dans le nucléoplasme 
 
Nous sommes capables de détecter les formes épissées de Bsr par ARN FISH avec la 
sonde Bsr-épissé. Contre toute attente, Bsr épissé est détecté exclusivement dans le noyau. Ceci 
indique que bien que Bsr soit épissé et polyadénylé, il échappe à l’export cytoplasmique. Dans le 
noyau, les transcrits Bsr forment deux types de signaux :  
- Les ARNs Bsr épissés s’accumulent au site de transcription sous la forme de signaux 
souvent (mais pas toujours) de forme allongée (taille moyenne 7µm). Cette image peut être 
interprétée de deux façons (cf. figure II-1). 1) Bsr forme un « track », à l’image de l’ARNm 
de la chaîne lourde de la myosine (MyHC) : les espèces d’ARN s’éloignent du gène (cf. 
figure II-1A/B). 2) Les ARNs détectés sont des transcrits naissants épissés co-
transcriptionnellement, et encore attachés à l’ADN, comme dans le cas de la dystrophine (cf. 
figure II-1C/D ; c’est la configuration « tree »). Afin de déterminer quelle configuration 
s’applique à Bsr, nous avons localisé le gène Bsr par rapport à l’accumulation des transcrits : 
dans la configuration « track », le gène est attendu à l’extrémité du signal ARN (cf. figure II-
1C) ; dans la configuration « tree », le gène sera positionné tout le long du signal formé par 
les transcrits (cf. figure II-1D). Par ADN/ARN FISH, nous avons observé que l’ADN Bsr est 
localisé à une extrémité du track. Les transcrits contenant des introns (détectés avec la sonde 
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Bsr-intron) forment un signal qui part du gène et s’étend le long du track avec un gradient 
d’intensité décroissante. Les transcrits épissés ou partiellement épissés (détectés avec la 
sonde Bsr-épissé) émanent aussi du gène, mais l’intensité ne décroît pas avec l’éloignement 
(cf. figure 4A). Cette morphologie du site de transcription montre que parmi les deux cas de 
figures envisagés plus haut (track ou tree) les transcrits Bsr sont dans la configuration track.  
- Les transcrits épissés, dépourvus de tout intron (ceux détectés par la sonde Bsr-épissé mais 
pas par la sonde Bsr-intron), en plus de former un track au site de transcription, 
s’accumulent sous forme de signaux ponctués qui seront qualifiés de « dots ». On compte en 
moyenne 40 dots par REF, mais leur nombre peut varier et atteindre plus de 100 par cellule. 
Ces dots ne correspondent à aucun compartiment sub-nucléaire décrit (cf. figure 5B). En 
quantifiant l’intensité de fluorescence de ces dots, on a pu montrer qu’un dot pourrait 
représenter une molécule d’ARN Bsr épissée unique (cf. supplementary data). Ces dots sont 
présents dans les zones faiblement marquées au DAPI qui correspondraient à l’espace 
interchromatinien (cf. figure 4B). D’autre part, ces dots sont encore détectés après 5h 
d’inhibition de la transcription dans plus de 25% des cellules (cf. figure 6B). Les dots formés 




4 Les transcrits Bsr épissés sont associés aux granules de 
stress après traitement à l’arsénite 
 
Sous l’effet de différentes drogues (dont l’actinomycine D ou la leptomycine B) les dots 
Bsr peuvent être détectés dans le cytoplasme de 12% des cellules (cf. supplementary data). Ceci 
suggère qu’en conditions physiologiques, les ARNs Bsr épissés sont retenus dans le noyau.  
Des granules de stress sont formées dans le cytoplasme de cellules en réponse à divers stress 
cellulaires. Ces structures contiennent en particulier des ARNm alors incompétents pour la 
traduction. Après traitement avec de l’arsénite, qui induit la formation de granules de stress, 70% 
de la fraction cytoplasmique des ARNs Bsr est retrouvée associée avec les granules de stress (cf. 
figure 7A).  
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The imprinted Dlk1-Gtl2 and Prader-Willi syndrome (PWS) regions are characterized by a complex noncoding transcription
unit spanning arrays of tandemly repeated C/D RNA genes. These noncoding RNAs (ncRNAs) are thought to play an essential
but still poorly understood role. To better understand the intracellular fate of these large ncRNAs, fluorescence in situ
hybridization was carried out at the rat Dlk1-Gtl2 domain. This locus contains a 100-kb-long gene cluster comprising 86
homologous RBII-36 C/D RNA gene copies, all of them intron-encoded within the ncRNA gene Bsr. Here, we demonstrate that
the Bsr gene is monoallelically expressed in primary rat embryonic fibroblasts as well as in hypothalamic neurons and yields
a large amount of unspliced and spliced RNAs at the transcription site, mostly as elongated RNA signals. Surprisingly, spliced
Bsr RNAs released from the transcription site mainly concentrate as numerous, stable nuclear foci that do not colocalize with
any known subnuclear structures. On drug treatments, a fraction of Bsr RNA relocalizes to the cytoplasm and associates with
stress granules (SGs), but not with P-bodies, pointing to a potential link between SGs and the metabolism of ncRNA. Thus,
Bsr might represent a novel type of nuclear-retained transcript.
INTRODUCTION
Large-scale cDNA sequencing projects and systematic com-
putational approaches have recently shown that an unex-
pected part of mammalian genomes is transcribed into RNA
species lacking protein-coding potential and these tran-
scripts—termed nonmessenger RNAs or noncoding RNAs
(ncRNAs)—are now believed to represent a major compo-
nent of the mammalian transcriptome (Carninci et al., 2005;
Cheng et al., 2005 and references therein). Among these
ncRNAs, a large fraction belongs to the so-called “mRNA-
like” family that includes spliced, poly(A) RNAs without
any conserved and statistically significant open reading
frame (ORF). These enigmatic RNAs can be transcribed from
intronic sequences, intergenic regions, or even from pseu-
dogenes, and a substantial fraction of them is antisense to
protein-coding genes or to other ncRNA genes (Yelin et al.,
2003; Katayama et al., 2005). It has been hypothesized that
ncRNAs might exert a key role in the regulation of eukary-
otic gene expression (Mattick, 2004). However, their roles
are a matter of debate, as it is still unclear whether they are
all functional or whether they simply reflect spurious tran-
scription.
Of particular interest is a growing list of recent results
demonstrating the involvement of ncRNAs in a broad range
of epigenetic regulatory pathways (Bernstein and Allis,
2005), including in mammalian systems X-chromosome in-
activation and genomic imprinting. X-chromosome inactiva-
tion is a developmentally regulated process that silences
nearly all the genes residing on one X-chromosome (Xi) in
mammalian females. It is controlled by the X-inactivation
center (Xic), from which the spliced, 17-kb-long Xist ncRNA
is produced (Brockdorff et al., 1992; Brown et al., 1992).
Remarkably, Xist “coats” the future inactive X chromosome
(Clemson et al., 1996) and initiates transcriptional gene silenc-
ing of nearly all the genes residing on it (Chow et al., 2005).
Genomic imprinting is an epigenetic regulation that leads to
preferential expression of one of the two alleles according to its
parental origin. Most of the imprinted genes are clustered in
large chromosomal domains spreading over megabases, and
their monoallelic expression, from the paternal or the maternal
allele, is tightly coordinated by an intricate network of epige-
netic features, including allele-specific DNA methylation and
histone-tail modifications, differential timing of DNA replica-
tion, or subnuclear localization, as well as expression of large
ncRNA genes (Reik and Walter, 2001; Gribnau et al., 2003).
Indeed, many imprinted ncRNA genes have been identified,
with most of them expressed from the parental chromosome
carrying neighboring, silent alleles of protein-coding genes
(Sleutels and Barlow, 2002; O’Neill, 2005). Although their
modes of action remain largely unknown, transcription of two
of them, Air and Kcn1q0t1, and/or the ncRNAs per se are
believed to be important for gene silencing (Sleutels et al., 2002;
Mancini-Dinardo et al., 2006; Seidl et al., 2006).
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The Dlk1-Gtl2 is an evolutionary conserved, 1-Mb im-
printed chromosomal region lying on the distal arm of chro-
mosome 12 in the mouse (corresponding to human 14q32
and rat 6q32; Figure 1A). It contains three protein-coding
genes (Dlk1, Rtl1, and Dio3) that are only expressed from the
paternal allele and multiple ncRNA genes that are only
transcribed from the maternally inherited allele: 1) Gtl2, a
large spliced and poly(A) RNA with multiple spliced iso-
forms (Schuster-Gossler et al., 1998; Miyoshi et al., 2000), 2) a
poorly characterized antisense transcript to the Rtl1 gene
(Seitz et al., 2003; Davis et al., 2005), and 3) numerous small
regulatory RNAs belonging to the C/D RNA and microR-
NAs (miRNAs) gene families known to direct site-specific
RNA 2O-methylations and silence gene expression at the
posttranscriptional level, respectively (Kiss, 2002; Zamore
and Haley, 2005). Many of these small RNA genes, whose
functions are highly elusive (Davis et al., 2005; Schratt et al.,
2006), are organized into clusters of repeated, homologous
gene copies, with most of them embedded in and processed
from introns of huge noncoding transcripts extending over
several hundred kilobases (Cavaille et al., 2002; Seitz et al.,
2004a). All the ncRNA genes are transcribed in the same
orientation, with an apparently coordinated spatial-tempo-
ral expression pattern (Cavaille et al., 2002; Seitz et al., 2004a;
Tierling et al., 2006) and with an imprinted expression reg-
ulated by an intergenic, germline-derived, differentially
methylated region (IG-DMR) located between Dlk1 and Gtl2
genes (Lin et al., 2003). Thus, it is not formally known
whether they are synthesized from their own promoters or
whether they are processed from a large, single transcription
unit starting at the Gtl2 promoter. Interestingly, the genomic
organization of the C/D RNA gene cluster at the Dlk1-Gtl2
domain, resembles the one at the imprinted Prader-Willi
syndrome (PWS) chromosomal region, suggesting a func-
tional and/or evolutionary link between repeated ncRNA
genes and epigenetic imprinting processes (Cavaille et al.,
2000; reviewed in Seitz et al., 2004b; Royo et al., 2006).
The Dlk1-Gtl2 domain has the potential to contribute to
our understanding of imprinted ncRNA genes, either during
development and/or upon epigenetic regulation. Indeed,
mouse embryos that do not express the ncRNA genes die
before the end of gestation and display many developmental
abnormalities (Georgiades et al., 2000; Lin et al., 2003). Sev-
eral microRNAs from processed anti-RTL1 RNA direct RNA
interference–mediated cleavages within the paternally ex-
pressed RTL1 mRNA, whereas imprinted miR-134 inhibits
the localized translation of limk1 mRNA at the synapto-
dendritic compartment of hippocampal neurons, highlight-
ing the involvement of these small RNAs in the regulation of
fetal growth and higher brain function, respectively (Davis
et al., 2005; Schratt et al., 2006). Imprinted miRNAs are also
suspected to be key players in polar overdominance phe-
nomena, an unusual nonmendelian mode of inheritance de-
scribed in sheep (Davis et al., 2005). Finally, the lack of the
expression of all the ncRNA genes on the maternal chromo-
some leads to the expression of genes that are normally
maternally repressed (Lin et al., 2003), raising the possibility
Figure 1. Bsr locus: a complex array of rat-specific, tandemly repeated C/D small nucleolar RNA (snoRNA) genes mapping at the imprinted
Dlk1-Gtl2 domain. (A) Schematic representation of the imprinted Dlk1-Gtl2 domain. Top, the mouse distal 12 domain contains three
paternally expressed protein-coding genes (Dlk1, Rtl1, and Dio3), depicted by blue boxes, and many maternally expressed noncoding RNA
genes (Gtl2, miRNAs and C/D RNAs), symbolized by pink boxes, arrows, and bars, respectively. Middle, the rat locus contains an insertion
of an100-kb-long region that consists of at least 86 direct tandem repeats (0.9 kb long), all of them spanning an intron containing the RBII-36
C/D RNA (vertical black bar) and one flanking 80-nt-long exon without protein-coding potential (gray boxes). Bottom, Bsr locus generates
a complex population of spliced, poly(A) RNA species (left) and fully mature RBII-36 C/D RNAs (right). DNA oligonucleotide probes are
indicated by a green horizontal bar (spliced probe), a blue bar (intronic probe), and a red bar (RBII-36 probe). (B) Dot plot analysis of the rat
C/D RNA gene cluster (6q32) versus the mouse C/D RNA gene cluster (distal 12). Top, mouse and rat sequences were retrieved from the
Human Genome Project Working Draft (http://genome/ucsc.edu/), purged for common interspersed repeats with Repeat Masker (http://
repeatmasker.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker) and compared by Dot Plot analysis conducted by PipMaker program
(http://bio.cse.psu.edu/). Bottom, repartition of the common interspersed sequences identified by the Repeat Masker software at http://
genome/ucsc.edu/. Each bar represents a repeated or a low-complexity sequence, and the two arrows delineate the genomic sequences analyzed
by Dot Plot. Note that the draft sequence of the rat genome at Bsr locus contains gaps.
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that ncRNAs might function to silence in cis the neighboring
protein-coding genes.
To further understand these imprinted ncRNAs, we de-
veloped cell imaging approaches, to address yet unresolved
issues regarding the metabolism of the large, spliced, C/D
RNA host transcripts and their potential involvement in
epigenetic regulation. We concentrated on the Bsr locus, a
highly expressed transcription unit that encompasses a huge
array of tandemly repeated C/D RNA genes (RBII-36) at the
rat Dlk1-Gtl2 domain. Several questions were specifically
addressed: What is the intracellular fate of these large
mRNA-like transcripts? Are they exported to the cytoplasm
to be rapidly degraded by the nonsense-mediated RNA
decay system (NMD)? Do they remain associated with their
own parental locus like the chromosomal Xist RNA? Can
any other roles be envisioned?
MATERIALS AND METHODS
Cell Cultures
Rat embryonic fibroblasts (REFs) were obtained from whole embryos freshly
taken from female Wistar rats at 13–14 d of gestation. Embryos were disso-
ciated chemically and mechanically and seeded in Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, sodium
pyruvate, and penicillin/streptomycin. Cells were cultivated at 37% in 5%
CO2. Primary hypothalamic neurons were prepared by mechanoenzymatic
dissociation of fetal (E17) Wistar rat hypothalami as previously described in
Shen et al. (1994). These primary cultures were routinely analyzed between
days 8 and 14 after plating. For in situ hybridization, cells were plated on
gelatin-coated (1%) 12-mm-diameter glass coverslips. REFs were either tran-
siently transfected by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) or
electroporated (Gene Pulser, Bio-Rad, Richmond, CA). Gene expression was
routinely assayed 36–48 h after transfection. The mammalian expression
vectors of GFP-H3 and YFP-PSP1 were generous gifts from Dr. P. Cook
(University of Oxford) and from Dr. A. Lamond (University of Dundee),
respectively, and the GFP-DCP1 and the GFP-G3BP plasmids were kindly
provided by Dr. B. Se´raphin (University of Paris 6, CNRS UPR 2167) and Dr.
J. Tazi (IGMM, UMR 5535CNRS Montpellier), respectively. The GFP-MLBN1
plasmid and DMPK minigene were kindly provided by Dr. T. A. Cooper
(Baylor College of Medicine, Houston, TX).
Fluorescence In Situ Hybridization
Fluorescence in situ hybridization (FISH) with DNA oligonucleotide probes
was performed as described in http://singerlab.aecom.yu.edu/protocols/. In
the case of DNA/RNA detection, DNA was heat-denaturated (7 min at 85°C
in 70% formamide, 2 SSPE) before detection. The slides were then postfixed
(10 min) before proceeding to RNA detection. Coverslips were mounted in
Moviol DAPI (0.1 g/ml). For in situ hybridization on rat brain sections, 10-m
cryosections were carried out. Fixation and hybridization on the sections were
performed in the same conditions as those described above. Approximately
40–50 mer DNA oligonucleotide probes (Supplementary Data S5) were la-
beled with fluorolink Cy3 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), Cy5
(Amersham Biosciences), or Oregon green (Molecular Probes, Eugene, OR).
Images were captured with a CoolSnap ES camera (Roper Scientific, Tucson,
AZ) mounted on a microscope (model DMRA, Leica, Deerfield, IL) with Leica
100 plan Apo 1.4 and using the Metavue software (Universal Imaging, West
Chester, PA). 3D deconvolution was performed with Metamorph (Universal
Imaging). The observations were confirmed by at least two of the authors.
Cell Fractionation and Ribonuclease A/T1 Protection
Assay
Trypsinized REFs were suspended in nuclei buffer [0.25 M sucrose, 10 mM
Tris, pH 7.4, 2.5 mM MgCl2, 100 g/ml collagenase (Sigma, St. Louis, MO),
2% Cemulsol NP10 (Rhoˆne-Poulenc, a gift from J.-P. Zalta)] and disrupted
with an Ultra-Turrax T25 basic (IKA-Werke, Staufen, Germany) (setting 2.7,
45 s). After 5 min of centrifugation (750  g at 4°C), the supernatant was
collected ( cytoplasmic fraction). The pellet was resuspended in nuclei
buffer and disrupted again with Ultra-Turrax (setting 1.2, 30 s). Nuclei were
then pelleted by centrifugation (5 min, 750  g at 4°C), and RNAs were
extracted with Trizol reagent (Invitrogen), whereas the cytoplasmic fraction
was extracted twice with phenol/chloroform (saturated with water). Ribonu-
clease A/T1 protection assay (RPA) was performed according to standard
protocol, with an internally 32P-labeled 85-nt-long riboprobe complementary
to the exon–exon junction.
RESULTS
A Complex Array of Repeated, C/D Small Nucleolar RNA
Genes Embedded within Introns of Bsr, a Large ncRNA
Gene
RBII-36 is a C/D RNA processed from tandemly repeated
introns of Bsr, a large ncRNA gene encoded at the rat Dlk1-
Gtl2 domain (6q32 locus). The Bsr gene is mainly expressed
in the brain (Komine et al., 1999; Cavaille et al., 2001) as well
as in the placenta, the trunk of embryos (embryonic day
E15.5), and REFs (not shown). This locus is remarkable as it
gives rise, not only to the mature RBII-36 C/D RNA, but also
to a large amount of spliced, poly(A) transcripts, as well as
poorly characterized, unprocessed intron-containing RNA
species (Figure 1A; Cavaille et al., 2001). The Bsr locus has
been predicted to be specific to the Rattus genus of rodents
(Komine et al., 1999; Cavaille et al., 2001). The recent com-
pletion of the draft mouse and rat genomes allowed us to
perform a more detailed sequence analysis. We now dem-
onstrate unambiguously that the rat Dlk1-Gtl2 locus contains
an 100-kb-long piece of DNA found neither in the mouse
(Figure 1B), nor in any other available vertebrate genome
and that this piece of DNA consists of at least 86 direct
tandem repetitions of a 0.9-kb-long Bsr unit, spanning the
entire C/D RNA-containing intron and one flanking 80-
nt-long, noncoding exon (Figure 1A). Given that the whole
Bsr locus is almost devoid of common interspersed repeats,
these observations point to recent gene amplification events
that occurred probably after the divergence between mouse
and rat. Thus, Bsr gene might represent another example of a
brain-specific noncoding RNA that has evolved only in a spe-
cific lineage (Pollard et al., 2006).
Monoallelic Expression at the Bsr Locus Is Resistant to
TSA Treatment
We first checked whether Bsr gene is monoallelically ex-
pressed in REFs, by detecting simultaneously the Bsr locus
with a mixture of four DNA oligonucleotide probes, de-
signed to detect the template strand of Bsr repeated units
(the DNA probes) and the nascent Bsr transcripts, the latter
with an antisense DNA oligonucleotide probe designed to
detect unspliced Bsr RNAs (the intronic probe). In 95.6% of
the Bsr-expressing nuclei (n  413), the intronic probe re-
vealed only a single nuclear RNA signal overlapping one of
the two DNA signals, thus demonstrating the monoallelic
expression of the Bsr locus (Figure 2A). The remaining cells
with two RNA signals mostly arise from large, tetra(poly)ploid
nuclei (not shown), suggesting that Bsr monoallelic expression
is unlikely to be regulated by a counting process. Monoallelic
expression of the Bsr gene was also visualized in cultured
primary neurons (prepared from the hypothalamus of E17
rat embryos) in which a single, nascent RNA signal was
systematically detected in each nucleus of Tuj-positive neu-
rons (Figure 2B), while only 5% of Tuj1-negative cells
(mostly astrocytes as judged by their immunoreactivity with
anti-GFAP antibodies, not shown), gave rise to weaker RNA
signals at the transcription sites. The parental origin of the
transcripts in REFs or neurons cannot be formally deter-
mined by our FISH protocol; however, we favor the hypoth-
esis that the Bsr gene is expressed from the maternally
inherited chromosome, as previously shown for the other
surrounding ncRNA genes in the homologous imprinted
mouse domain (Lin et al., 2003).
The promoter sequences and RNA polymerase activities
involved in Bsr gene transcription are unknown. However the
sensitivity of Bsr gene expression to -amanitin (20 g/ml)
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strongly suggests that RNA polymerase II is transcribing this
large locus (Figure 2C).
Inhibitors of histone deacetylases, e.g., trichostatin A
(TSA), can induce the reactivation of the normally silent
allele at the Igf2r locus (Hu et al., 2000). However, despite
different experimental conditions (time courses ranging
from 6 to 48 h and drug concentrations ranging from 0.3 to
3 M), TSA treatments did not lead to any significant de-
repression of the silent Bsr allele (Figure 2D). Rather, the
only significant change we reproducibly observed was an
increase in the proportion of monoallelic expression in REFs
or Tuj1-negative cells (from 53 to 75% and from 5 to 50%,
respectively; Figure 2D). Thus, the maintenance of monoal-
lelic regulation at the Bsr locus is resistant to a drug that can
affect the epigenetic state of chromatin.
Tracking the Intranuclear Fates of Noncoding RNAs
Processed from the Bsr Locus
We next investigated the intracellular fates of the Bsr-asso-
ciated transcripts by multicolor RNA FISH at the single
nucleus level, by hybridizing simultaneously three fluores-
cent oligonucleotide probes: 1) an intronic-probe designed
to detect unprocessed Bsr RNAs; 2) an RBII-36 probe de-
signed to detect the fully processed RBII-36 RNA and any
other RBII-36–containing RNA precursor; and 3) a spliced-
probe designed to recognize specifically the exon–exon junc-
tions, thus allowing the specific detection of spliced Bsr RNA
species. In agreement with data obtained in the adult rat
brain sections (Supplementary Data S1), RBII-36 probe re-
veals the nucleolus as well as a strong and single nucleo-
plasmic signal that merges perfectly with that detected by
the intronic probe, which never stains the nucleolus (Figure
3A, a, b, and e). Thus, the extranucleolar RBII-36 signal
represents the nascent Bsr transcripts at the site of transcrip-
tion. Interestingly, in many cases the intronic RNA signals
exhibit a characteristic “comet-like” shape with a strong and
compact signal (“the head”) followed by weaker and more
dispersed signals (one or two “tail(s)”) as exemplified in
Figure 3, A (right) and B (left). Surprisingly, in cells express-
ing high amounts of Bsr, the RBII-36 probe also detects
dot-like signals relatively far away from the tail, as illus-
trated in Figure 3A (right). Although most of them seem to
be organized in a nonrandom manner, with an apparent
linear axis, no clear vectorial intranuclear trafficking from
the tails of the comet toward the nucleolus, the nuclear
interior, or the nuclear envelope was noticed. Because these
Figure 2. Monoallelic expression at the Bsr locus. (A)
A representative REF nucleus simultaneously hybrid-
ized with the Cy3-labeled DNA probes (a) and the Or-
egon green–labeled intronic probe (b) to detect nascent
transcripts. Nuclei were stained with DAPI. In some
nuclei, very faint RNA signals around the second silent
Bsr allele can sometimes be detected, probably due to
the fact that the intronic probe can also hybridize to the
DNA (not shown). Bar, 5 m. (B) Monoallelic expression
of Bsr is mainly restricted to neurons in E.17 primary rat
hypothalamus cells. The panel shows a representative
field of cultured primary hypothalamic neurons hybrid-
ized with a Cy3-labeled intronic probe (only a single
nascent RNA signal is detected per nucleus) and stained
by a monoclonal Tuj1 antibody to reveal neurons. Note
that Tuj1-negative cells with larger nuclei (white ar-
rows), most of which are astrocytes, do not express the
Bsr gene. (C) Transcription of the Bsr gene is sensitive to
-amanitin. The percentage of nuclei with nascent
RNAs at the transcription site (detected by the Cy3-
labeled intronic probe) were scored in the control cells
() and in the cells treated () by -amanitin for 180
and 300 min (a minimum of 200 nuclei were analyzed).
(D) Monoallelic expression at the Bsr locus is resistant to
TSA treatment. Primary cultured hypothamic neurons
or REFs were treated by TSA as indicated and the per-
centage of nuclei with none, one, or two transcription sites
are indicated (a minimum of 200 nuclei were scored).
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dot-like signals are also detected with the intronic-probe,
they represent RBII-36 RNA precursors rather than fully
mature RBII-36 RNAs traveling from their transcription site
to the nucleolus.
The use of the spliced-probe also enables the visualization
of nearly the same strong nuclear RNA signals detected by
the intronic and the RBII-36 probes, although the observed
signals are longer and more punctuated (Figure 3A, c and f,
and B (right); see also Supplementary Data S2) with an
average length of 7  2 m (n  76 tracks) and an average
area of 10  5 m2, representing on average 1/27th (n  72
cells) of the area of the nucleus. Very large RNA tracks can
extend up to 13 m and occupy up to 1/13th of the total
nucleus (not shown). Even more interestingly, many bright,
punctuated signals (“dot-like” RNA signals) whose number
per nucleus could vary greatly (ranging from a few to 150–
200, with an average of 38 dots per nucleus, n  162 nuclei),
were also systematically observed throughout the entire
nucleoplasm but never within the nucleolus. In most cases,
these dispersed, punctuated nuclear foci were not detected
with the intronic probes (not shown), suggesting they likely
represent fully (or nearly fully) spliced Bsr transcripts re-
leased from the transcription site. Finally, the same intranu-
clear fate of spliced Bsr RNAs, namely large RNA track and
punctuated foci, was also observed in neurons (Supplemen-
tary Data S5A).
Spatial Relationships of Bsr-derived Transcripts in
Relation to Their Locus and to Nuclear Architecture
Dual FISH to DNA and RNA was performed to address the
question of whether there is a specific spatial relationship
between the Bsr gene and these elongated RNA structures.
Although heat denaturation affects to some extent the shape
and the size of the RNA signals (not shown), in 83% of the
examined nuclei (n  58) the elongated nuclear RNA tracks
and the comet-like signals extend beyond the side of the
active Bsr allele, with the DNA signal positioned at one
extremity within or even at the periphery of “the head” of
the comet-like signals (Figure 4A). Remarkably, spliced Bsr
RNA signals do not perfectly superimpose with the intronic
Bsr RNA signals. Indeed, whereas a gradient of decreasing
intensity of the unspliced signals, from the head to the tail,
is frequently observed, the intensity of the spliced Bsr sig-
nals is relatively equal all along the track-like signals or even
increased in “the tails.” These data are consistent with in-
tronic RNA tracks belonging to nascent transcripts and/or
partially processed Bsr RNA intermediates, whereas spliced
RNA signals at the transcription site more likely reflect Bsr
RNA molecules that are subjected to cotranscriptional RNA
splicing and/or are recently released from DNA.
Most of the RNA signals detected by the spliced or the
intronic probes fill up the regions of the nucleus that are
poorly stained by DAPI, presumably reflecting their location
in DNA-poor regions (Figure 4B, a and d; see also Supple-
mentary Data S2). To confirm this, the location of spliced Bsr
transcripts was analyzed in REFs transiently transfected by
a plasmid expressing a green fluorescent protein (GFP)-
tagged histone H3 that highlights the chromatin structure.
Again, RNA signals at the transcription site, as well as those
dispersed within the nucleoplasm, occupy nuclear regions
that display low GFP signals (Figure 4B, b and d). Alto-
gether, this is in agreement with observations indicating that
nascent Bsr RNAs are released within the interchromatin
space (Politz et al., 1999; Verschure et al., 1999; Politz and
Pederson, 2000; Cremer et al., 2004).
Bsr RNA Is a Nuclear-retained RNA That Does Not
Colocalize with Known Nuclear Bodies
To unambiguously demonstrate that Bsr RNA species are
mainly present in the nucleus, cell fractionation was carried
out, and the relative amounts of spliced Bsr RNA species in
the nucleus and in the cytoplasm fractions were examined
by using a sensitive ribonuclease protection assay. As shown
in Figure 5A, spliced Bsr RNAs were only recovered in the
nuclear fraction. Thus, we conclude that spliced Bsr RNAs
are unlikely to be exported significantly to the cytoplasm.
Several studies have reported the detection of poly(A)
RNAs within SC-35 domains, the so-called nuclear speck-
Figure 3. Tracking the intranuclear fate of
the Bsr-derived transcripts. (A) Multicolor
FISH at the single-cell level. Left, a represen-
tative nucleus hybridized with a Cy3-labeled
RBII-36 probe (a), an Oregon-green–labeled
intronic probe (b), and a Cy5-labeled spliced-
probe (c) is shown. (e and f) Superimposition
of panels a/b and panels a/c, respectively.
Right, intron-containing Bsr precursors can be
detected relatively far from the tails of the
comet. (B) Characteristic large Bsr RNA sig-
nals at the transcription site. Representative
“comet-like” (left) and “track-like” (right) RNA
signals detected with Cy-3–labeled RBII-36 and
spliced probes, respectively. Bars, 5 m.
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les that are rich in components of the splicing machinery
as well as other nuclear proteins (Lamond and Spector,
2003). Because these RNAs remain associated with speck-
les even in cells treated with transcriptional inhibitors,
nucleus-restricted, poly(A) RNAs might contribute to or-
ganizing speckles (Huang et al., 1994). We have conse-
quently investigated the intranuclear distribution of the nu-
clear Bsr dots relative to the nuclear speckle domains
revealed by GFP-SC35 staining. As shown in Figure 5B (top),
Bsr dot-like do not accumulate preferentially within SC35
domains although70% are found at the edges of the speck-
les (n  2439 dot-like analyzed). Similar nuclear staining
patterns were also observed with speckles defined by U2
snRNPs (data not shown).
Paraspeckle domains are recently discovered nuclear bod-
ies, usually found adjacent to speckles, that likely play a role
in RNA synthesis and processing (Fox et al., 2002). Interest-
ingly, a nuclear-retained transcript—the CTN-RNA—has re-
cently been shown to localize to paraspeckle domains (Pras-
anth et al., 2005). As shown in Figure 5B (bottom), spliced Bsr
RNA species are totally excluded from these nuclear struc-
tures as none of them overlap with the staining of a tran-
siently transfected YFP-PSP1 or YFP-PSF (not shown),
RNA-binding proteins enriched in paraspeckles. We thus
conclude that Bsr RNA is neither a major component of the
speckle, nor of the paraspeckle domains.
Transcripts from the mutant DMPK allele with expanded
CUG repeats are retained in the nucleus and form multiple
Figure 4. Spatial nuclear organization of the
Bsr RNA tracks. (A) RNA splicing is spatially
orientated along the elongated RNA track sig-
nals. Two representative transcription sites are
shown. Bsr gene is detected by Cy3-labeled
probes (red), the intron-containg Bsr RNAs by
an Oregon green–labeled probe (green) and
the spliced Bsr RNA by a Cy5-labeled probe
(blue). Arrows indicate fully (or almost fully)
spliced Bsr RNAs around the transcription
site. (B) Bsr RNA tracks are restricted to the
interchromosomal space. DNA- and chroma-
tin-poor regions are visualized by DAPI stain-
ing (blue, a) and by GFP-H3 (green, b), respec-
tively. A midplane from a deconvolved image
stack is shown. (d) Fluorescence intensities of
spliced Bsr RNA (red), DAPI (blue), and
GFP-H3 (green) signals are plotted along the
line as indicated in c. Note that spliced Bsr
RNA signals are not significantly affected by
DNAse I treatments, and they also resist high
salt extraction (2 M NaCl/“halo preparation”;
not shown). Bars, 5 m.
Figure 5. Bsr RNA, a novel nucleus-restricted
poly(A) RNA. (A) Subcellular fractionation of
REFs. Top, cytoplasmic versus nuclear fractions
represent 81 versus 19% of the total, respectively.
The same absolute amount of RNA (10 g) was
loaded in order to visualize enrichment in any
fraction (cytoplasmic or nuclear) that would con-
tain Bsr RNAs, compared with the input. Bottom,
the quality of the fractions was checked by
Northern blot using tRNA and U6 snRNA as
cytoplasmic and nuclear markers, respectively.
Note that the bands indicated by an asterisk (*)
and those corresponding to hemi-protected Bsr
exons can be due to alternative RNA splicing
and/or sequence polymorphisms. Size (nt) is in-
dicated. (B) Distribution of spliced Bsr RNA spe-
cies relative to nuclear speckles (top) and
paraspeckles (bottom) that are visualized by
GFP-SC35 and YFP-PSP1 staining, respectively.
To highlight speckle domains, pictures have been
processed using a high-pass filter. Bar, 5 m. (C)
Distribution of spliced Bsr species relative to
CUG-repeat foci made by mutant DMPK tran-
scripts. REFs were transiently transfected with a
mutant DMPK mini-gene containing 960 CUG
repeats in its 3 untranslated region and a GFP-
MBNL1–expressing plasmid. Expanded CUG re-
peat-containing transcripts form RNA foci are visualized by GFP-MBNL1 signals (green). Small white arrows indicate the few Bsr foci
(detected by a Cy3-labeled probe, red) that overlap with those made by CUG foci.
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discrete nuclear foci that recruit the muscleblind-like
(MBNL1) proteins (Davis et al., 1997; Ho et al., 2005). The
highly repeated exonic structure of spliced Bsr transcripts
prompted to us to test the possibility that they might enter
the same intranuclear pathway that prevents efficient export
of mutant DMPK transcripts. To test this hypothesis, we
analyzed the distribution of Bsr foci relative to those of CUG
repeats foci. The intranuclear location of CUG repeat foci
was visualized by cotransfecting REFs with a GFP-MNLB1
expression plasmid and with a DMPK minigene containing
960 CUG repeats. Consistent with previous results (Ho et al.,
2005), transcripts with CUG repeats recruit MNLB1 and
induce the formation of punctate GFP-labeled CUG repeats
(Figure 5C). Importantly, only a minority of those com-
pletely merge with foci containing spliced Bsr RNAs. We
conclude from these observations that Bsr and CUG repeats
foci do not occupy the same nuclear regions.
To gain further insights into the organization of these Bsr
ribonuclear foci, a careful quantification analysis of the total
fluorescence in individual dots was carried out. This analy-
sis revealed that most of the Bsr nuclear dots contain a
limited number of hybridized probes and supports the no-
tion that they might correspond to single (or a few) RNA
molecule(s) rather than clusters of multiple spliced Bsr
RNAs attached to a putative nuclear structure (Supplemen-
tary Data S3).
Spliced Bsr RNAs Are Metabolically Stable Transcripts
Although we provide compelling evidence that spliced Bsr
RNAs are mainly present in the nucleus, one could argue
that Bsr RNAs are exported to the cytoplasm and then
rapidly degraded by the NMD system, a quality control
mechanism that eliminates transcripts carrying nonsense
mutations. This process, which requires ongoing translation,
is inhibited by protein synthesis inhibitors. Therefore, if Bsr
RNAs enter the NMD pathway, their level of expression
should increase when translation is halted. To test this hy-
pothesis, REFs were treated with the translation elongation
inhibitor cycloheximide, and the level of Bsr RNAs was
analyzed. As shown in Figure 6A, no change in the steady
state of Bsr RNAs was observed upon treatment with cyclo-
heximide, whereas the steady state of two noncoding C/D
RNA host transcripts used as positive controls, UHG and
gas5 RNAs, was dramatically increased in agreement with
previous reports (Tycowski et al., 1996; Smith and Steitz,
1998). As expected, no change was seen with the P0 ribo-
somal protein-coding mRNA. These data are consistent with
spliced Bsr RNA being immune to NMD, most likely be-
cause it mainly remains within the nucleus.
The relative stability of the nuclear Bsr-derived transcripts
was also evaluated by treating REFs with a high concentra-
tion of actinomycin D (5 g/ml), a drug that acts very
rapidly in vivo as a transcription inhibitor of all RNA poly-
merases. Qualitative analysis by RNA FISH revealed that
actinomycin D treatment induces a relatively rapid release
of spliced Bsr RNA species from the transcription site, with
no nuclei exhibiting an obvious track-like structure after 60
min of incubation (Figure 6B, left, and Supplementary Fig-
ure S4B). However, during the same time-course experi-
ment, the nuclear Bsr RNA dots dispersed throughout the
nucleoplasm remain visible in a substantial fraction of the
cells, and the number of Bsr RNA foci per cell is only slightly
altered even after longer treatments (Figure 6B, right). The
stability of these dot-like signals was also confirmed by
treating cells with -amanitin (data not shown). The use of
the RBII-36 probes also shows that nucleolar RNA signals
are nearly unaltered, consistent with RBII-36 being incorpo-
rated into metabolically stable RNPs (Figure 6B, left). From
these data, we conclude that nuclear spliced Bsr RNAs are
relatively stable transcripts and that Bsr foci are unlikely to
represent nuclear sites of rapid degradation.
Cytoplasmic Bsr RNAs Associate with Stress Granules
But Not with P-Bodies
The vast majority of spliced Bsr RNA signals are detected in
the nucleus. However limited but significant dot-like signals
Figure 6. Effect of drug treatments on the stability of Bsr-derived transcripts. (A) Inhibition of protein synthesis does not affect the steady
state of spliced Bsr RNAs. Cells were treated with cycloheximide (100 g/ml) for 4 h. Total RNA was extracted, cDNA was synthesized with
poly(dT) primers before amplification by PCR (n  40 cycles) with specific primers for Bsr, gas5, UHG, and ribosomal protein P0 cDNAs
(Supplementary Data S6). RT, reverse transcriptase. (B) Kinetics of the release of spliced- and intron-containing Bsr RNAs from the
transcription site. Cells were treated with actinomycin D (5 g/ml) for 10, 20, 60, 120, and 300 min before fixation and hybridization with
either spliced probe or RBII-36 probe. Left, the proportion of nuclei with the RBII-36 RNA signals in the nucleoli (), the spliced RNA signals
in nuclear dots ( ), the intron-containing RNA signals at the transcription site ( ), and the spliced RNA signals at the transcription site was
assayed ( ). A time-course analysis is shown. A minimum of 100 nuclei was analyzed for each actinomycin D treatment. Right, analysis of
the number of nuclear foci per cell in control cells (n  112) and actinomycin D–treated cells (n  109). The number of dot-like signals in
control cells was set to 1.
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were observed in the cytoplasm of REFs and also in the
dendritic compartments of hypothalamic neurons (Supple-
mentary Data S5A). In REFs, their detection was highly
variable, either in individual cells (partial or nearly total
cytoplasmic relocation) or within the cell population (rang-
ing from 1 to 12% of the cell population). Remarkably, a
2–10-fold increase in the proportion of REFs with cytoplas-
mic Bsr RNA signals was noticed during the course of acti-
nomycin D treatment or after various drug treatments, as
well as to some extent after electroporation or liposome-
mediated transfections (Supplementary Data S4). These ob-
servations argue in favor of a mechanism occurring in nor-
mal conditions that retains Bsr RNAs in the nucleus. We
reasoned that this leak of Bsr from the nucleus to the cyto-
plasm might result from a global cellular stress.
In response to environmental stresses, 40S ribosome-asso-
ciated poly(A) mRNA accumulate into translationally si-
lent mRNP complexes within discrete cytoplasmic struc-
tures, the so-called stress granules (SGs; Kedersha and
Anderson, 2002; Kedersha et al., 2005). We therefore asked
whether Bsr cytoplasmic RNAs accumulate in SGs by ana-
lyzing their distribution in REFs transiently transfected by a
plasmid expressing the GFP-tagged G3BP endoribonuclease,
a protein recruited to SGs under stress conditions (Tourriere
et al., 2003). As shown in Figure 7A (top), 67% of cytoplasmic
Bsr signals were found associated with arsenite-induced
SGs, many of them being detected at their close periphery
(n  384 cytoplasmic foci analyzed). To avoid any bias or
artifacts, only unambiguous cytoplasmic Bsr dots within
cells displaying a moderate level of GFP signals were scored.
Indeed, very large SGs, probably due to G3BP overexpres-
sion, frequently contain multiple Bsr RNA dots (up to 18, as
illustrated in Figure 7A, bottom). A preferential association
of Bsr RNAs within SGs was also observed in untransfected,
arsenite-treated hypothalamic neurons, thus excluding the
possibility that relocation of Bsr in SGs is simply due to GFP-
G3BP expression (Supplementary Data S5B). To our knowl-
edge, this is the first evidence that untranslated mRNAs can be
present in SGs.
Processing bodies (PBs) constitute other specialized cyto-
plasmic compartments enriched in factors required for
translational repression and 5 to 3 RNA decay (Eulalio et
al., 2007). Because SGs are often juxtaposed with PBs, mR-
NAs destined for degradation might be sorted in SGs and
then routed to P-bodies as proposed earlier (Kedersha et al.,
2005). We addressed this hypothesis by simultaneously re-
vealing PBs and SGs by GFP-DCP1 staining and hybridiza-
tion to a Cy5-labeled oligo-dT probe to detect poly(A)
RNA species, respectively. As shown in Figure 7B, Bsr RNA
species do not significantly colocalize with PBs (6% overlap)
in arsenite-treated REFs (n  1340 cytoplasmic dot-like sig-
nals analyzed). Reinforcing this notion, even in the case of
Bsr-containing SGs positioned adjacent to PBs, no obvious
overlap between Bsr foci and GFP-DCP1 signals was ob-
served, again indicating that Bsr RNAs are unlikely to be
targeted to PBs. The lack of detection of Bsr RNA signals
Figure 7. Cytoplasmic Bsr RNAs associate with
arsenite-induced stress granules. (A) REFs were
transiently transfected with a GFP-G3BP expres-
sion plasmid, and stress granules were induced
by arsenite treatment (0.5 mM for 30 min). Top, a
representative cell is shown (left), the cytoplasm
of which contains eight dot-like signals. The two
boxes (termed 1 and 2) indicate the position of
the enlarged fields (right). The contrasts have
been enhanced to highlight Bsr dots (white ar-
rows). Bottom, several large SGs that contain
multiple spliced Bsr RNAs are shown. SGs are
visualized by GFP-G3BP (green), and spliced Bsr
RNAs are detected by a Cy3-labeled probe (red).
(B) Cytoplasmic Bsr RNAs are not detected in
P-bodies. A representative arsenite-treated REF
is shown (left) with three boxes (termed a, b, and
c) indicating the position of the enlarged fields
(right) showing spliced Bsr RNA containing-SGs
juxtaposed to PBs. PBs and SGs are visualized by
DCP1-GFP (green) and poly(A) RNA signals
with a Cy5-labeled poly(dT) probe (blue), respec-
tively, whereas spliced Bsr RNAs are detected by
a Cy3-labeled probe (red). The outline of the
nucleus is indicated according to DAPI staining.
For unknown reasons, nuclear Bsr staining and
poly(A) staining are altered in some arsenite-
treated cells. Bars, 5 m.
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within PBs is unlikely to reflect their rapid 5 to 3 degrada-
tion in these bodies, because cytoplasmic Bsr RNAs are still
detected after actinomycin D treatment (Supplementary
Data S4).
DISCUSSION
Imprinted ncRNA genes are believed to play a role in
genomic imprinting control and/or in the regulation of em-
bryonic growth. However, their large size, their weak level
of expression and their low sequence conservation have
considerably limited their functional analysis (Sleutels et al.,
2002; Thakur et al., 2004; O’Neill, 2005) and except for Xist
(Clemson et al., 1996), their intranuclear trafficking has not
been extensively documented so far. In this report, the im-
printed Dlk1-Gtl2 domain was chosen as a model to further
characterize the metabolism of large spliced C/D RNA host-
gene transcripts synthesized and processed from the rat Bsr
locus (Figure 1). Indeed, ncRNAs at the Dlk1-Gtl2 domain
are believed to play an important role during development
(Georgiades et al., 2000; Lin et al., 2003; Davis et al., 2005;
Schratt et al., 2006). In addition, its highly repeated gene
organization and its high level of expression make the Bsr
locus an appropriate cellular model with which to address,
through cell imaging approaches, key questions regarding
the intracellular fate of imprinted ncRNAs.
By using a FISH-based protocol with specific oligonucle-
otide probes conjugated to fluorochromes, we visualized the
monoallelic expression of the Bsr gene at the single-cell level
(Figure 2) and successfully tracked Bsr-derived transcripts,
from the transcription site to the interchromatin space (Fig-
ures 3–5) and also to some extent in the cytoplasm including
within dendrites of hypothalamic neurons (Figure 7, Sup-
plementary Data S5). We showed that an unexpected large
amount of spliced (or partially spliced) Bsr RNA signals
accumulate in close proximity to its own locus (Figures 3
and 4). Bsr and Xist RNAs share some similar features in that
they are monoallelically expressed genes that give rise to
nuclear spliced, polyadenylated ncRNAs with many re-
peated sequence motifs. Repetitive sequences are known to
attract gene silencing and the lack of expression of mater-
nally expressed ncRNA genes at the Dlk1-Gtl2 domain is
associated with the reactivation of the neighboring, silent
protein-coding genes (Lin et al., 2003). Thus, and even
though Bsr RNA species do not stably remain associated
with their own locus (Figure 6) and they disappear during
mitosis (not shown), these large nuclear RNA tracks around
the transcription site might be the counterpart of the Xist
RNA coating (Chow et al., 2005). This notion is reinforced
because we have found that two other imprinted ncRNA
gene loci also generate large RNA accumulation around
their transcription sites (Royo and Cavaille´, unpublished
data).
Alternatively, spliced Bsr RNAs at the transcription site
might reflect cotranscriptional RNA splicing and/or RNA
splicing taking place immediately thereafter, as suggested
by the spatially organized RNA splicing along the tracks
(Figure 4). Although it is not well understood why many Bsr
RNA signals display an elongated shape with a polar orien-
tation relative to their gene, our observations strongly recall
linear RNA signals previously observed for a few viruses
and cellular protein-coding transcripts (Lawrence et al., 1989;
Xing et al., 1993; Dirks et al., 1995; Melcak et al., 2000). One
can intuit that a large amount of RNAs at the transcription
site might result from any rate-limiting step between tran-
scription and the subsequent intranuclear RNA trafficking.
A correlation between the extent of RNA splicing and the
presence of tracks has been noticed (Dirks et al., 1995), and
transcripts that are deficient in RNA processing are retained
near the transcription site (Custodio et al., 1999). Thus, inef-
ficient splicing of Bsr pre-RNAs might account for its local-
ized nuclear accumulation. It should be emphasized, how-
ever, that the cotranscriptional hypothesis is not mutually
exclusive of an involvement of Bsr RNAs in gene silencing
by still unknown mechanisms, either in the maintenance
and/or the establishment of imprinted regulation at the
Dlk1-Gtl2 domain. Indeed, no stable accumulation of Air or
Kcnq1ot1 RNAs at their parental chromosome has been
noticed so far (Sleutels et al., 2002; Mancini-Dinardo et al.,
2006; Seidl et al., 2006).
We have also made the surprising finding that Bsr RNAs
released from the transcription site concentrate mostly in the
interchromatin space as multiple, metabolically stable nu-
clear foci, rather than being rapidly exported to the cyto-
plasm as expected for spliced, polyadenylated RNAs. To our
knowledge, nuclear RNA foci have only been well docu-
mented for two endogenously expressed, mammalian cellu-
lar transcripts: 1) the mutant DMPK alleles with expanded
CUG trinucleotide repeats (Davis et al., 1997) and 2) the
recently discovered CTN-RNA that localizes to paraspeckles
(Prasanth et al., 2005). Remarkably, the intranuclear fate of Bsr
transcripts differs considerably from that of these two nuclear-
restricted transcripts (Figure 5) and above all dramatically con-
trasts with the other noncoding C/D RNA host gene tran-
scripts, like Gas5 or UHG, which are short-lived transcripts
associated with polysomes (Tycowski et al., 1996; Smith and
Steitz, 1998). These observations strongly argue against the
possibility that Bsr transcripts simply correspond to “RNA
remnants” of the spliced host transcripts that are undergo-
ing nuclear RNA degradation. The mechanisms underlying
the nuclear retention of spliced Bsr RNAs and their potential
functions have not yet been identified.
Although our study unambiguously demonstrates that Bsr
RNA represents a novel nuclear-retained RNA, a cytoplasmic
function could also be envisioned. First, a small subfraction of
Bsr RNAs can escape the nucleus and are targeted to the
dendritic compartments of hypothalamic neurons (Supple-
mentary Data S5A). Remarkably, miR-134, whose gene maps
downstream from the Bsr locus, also localizes to the synapto-
dendritic compartment of rat neurons wherein it controls the
growth of dendritic spines (Schratt et al., 2006). Whether the
dendritic location of Bsr RNA reflects its involvement in the
same cellular regulatory pathway is an intriguing question.
Second, stress stimuli favor a relocation of Bsr RNAs in the
cytoplasm, many of the transcripts being found within or in
close proximity to SGs but not within PBs (Figure 7). SGs are
thought to represent the sites of accumulation of stalled trans-
lation preinitiation complexes (Kedersha and Anderson, 2002).
Thus this observation was largely unexpected because Bsr
RNA does not contain any obvious protein-coding potential.
The intracellular behavior of two other nuclear-retained
RNAs is also altered upon a cellular stress: CTN-RNA is
cleaved and released to the cytoplasm (Prasanth et al., 2005),
whereas heat shock causes Hsr-omega RNA-containing nu-
clear speckles to coalesce into larger clusters (Prasanth et al.,
2000). In addition, several noncoding RNAs are specifically
induced and/or play a role in response to oxidative stress
(Crawford et al., 1996a,b; Wang et al., 1996) or heat shock
(Jolly et al., 2004; Shamovsky et al., 2006). Therefore, Bsr
RNAs might sequester nuclear RNA-binding proteins and
serve as storage sites that modulate their intracellular avail-
ability, depending on environmental and/or internal stim-
uli. Alternatively, because SGs contain endoribonuclease ac-
tivities (Tourriere et al., 2003), the possibility that Bsr RNAs
Tracking Imprinted Noncoding RNA
Vol. 18, August 2007 2825
might undergo slow decay in these bodies cannot be for-
mally excluded. More sophisticated experiments are now
required to fully appreciate the potential interplay between
ncRNAs and the function and/or the organization of the
SGs.
Nuclear poly(A) RNA species have been reported (Perry
et al., 1974; Carter et al., 1991; Visa et al., 1993; Huang et al.,
1994), and taking into account that noncoding RNAs repre-
sent a major outcome of mammalian transcripts (Carninci et
al., 2005; Cheng et al., 2005), many other nuclear RNAs with
roles in various aspects of nuclear functions and/or cell
organization are expected to be described in the near future.
ACKNOWLEDGMENTS
We thank E. Kas and C. Monod for careful and critical reading of the
manuscript as well as Pr. G. Canal, Pr. P.E. Gleizes, Dr. Y. Henry, and the lab
members and our colleagues from the CallimiR network (A. Ferguson-Smith,
C. Charlier, and M. Georges) for continuous and helpful discussions. We are
also grateful to F. Rage, J. Auriol, and D. Morello for their help with rat
manipulation and B. Jady for the quantification of fluorescence RNA signals.
The modified oligonucleotide probes for RNA FISH were synthesized by J.
Marc Escudier (“Plateforme de synthèse de l’Interface Chimie Biologie de
l’ITAV”). This work is supported by grants from the European Union (CallimiR)
and from L’Agence Nationale de la Recherche (ANR blanche snosca). H.R. is
supported by a PhD fellowship from the Ministe`re De´le´gue´ a` l’Enseignement
Supe´rieur et a` la Recherche.
REFERENCES
Bernstein, E., and Allis, C. D. (2005). RNA meets chromatin. Genes Dev. 19,
1635–1655.
Brockdorff, N., Ashworth, A., Kay, G. F., McCabe, V. M., Norris, D. P.,
Cooper, P. J., Swift, S., and Rastan, S. (1992). The product of the mouse Xist
gene is a 15 kb inactive X-specific transcript containing no conserved ORF and
located in the nucleus. Cell 71, 515–526.
Brown, C. J., Hendrich, B. D., Rupert, J. L., Lafreniere, R. G., Xing, Y.,
Lawrence, J., and Willard, H. F. (1992). The human XIST gene: analysis of a 17
kb inactive X-specific RNA that contains conserved repeats and is highly
localized within the nucleus. Cell 71, 527–542.
Carninci, P. et al. (2005). The transcriptional landscape of the mammalian
genome. Science 309, 1559–1563.
Carter, K. C., Taneja, K. L., and Lawrence, J. B. (1991). Discrete nuclear
domains of poly(A) RNA and their relationship to the functional organization
of the nucleus. J. Cell Biol. 115, 1191–1202.
Cavaille, J., Buiting, K., Kiefmann, M., Lalande, M., Brannan, C. I.,
Horsthemke, B., Bachellerie, J. P., Brosius, J., and Huttenhofer, A. (2000).
Identification of brain-specific and imprinted small nucleolar RNA genes
exhibiting an unusual genomic organization. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,
14311–14316.
Cavaille, J., Seitz, H., Paulsen, M., Ferguson-Smith, A. C., and Bachellerie, J. P.
(2002). Identification of tandemly-repeated C/D snoRNA genes at the im-
printed human 14q32 domain reminiscent of those at the Prader-Willi/An-
gelman syndrome region. Hum. Mol. Genet. 11, 1527–1538.
Cavaille, J., Vitali, P., Basyuk, E., Huttenhofer, A., and Bachellerie, J. P. (2001).
A novel brain-specific box C/D small nucleolar RNA processed from tan-
demly repeated introns of a noncoding RNA gene in rats. J. Biol. Chem. 276,
26374–26383.
Cheng, J. et al. (2005). Transcriptional maps of 10 human chromosomes at
5-nucleotide resolution. Science 308, 1149–1154.
Chow, J. C., Yen, Z., Ziesche, S. M., and Brown, C. J. (2005). Silencing of the
Mammalian x chromosome. Annu. Rev. Genom. Hum. Genet. 6, 69–92.
Clemson, C. M., McNeil, J. A., Willard, H. F., and Lawrence, J. B. (1996). XIST
RNA paints the inactive X chromosome at interphase: evidence for a novel
RNA involved in nuclear/chromosome structure. J. Cell Biol. 132, 259–275.
Crawford, D. R., Schools, G. P., and Davies, K. J. (1996a). Oxidant-inducible
adapt 15 RNA is associated with growth arrest- and DNA damage-inducible
gadd153 and gadd45. Arch. Biochem. Biophys. 329, 137–144.
Crawford, D. R., Schools, G. P., Salmon, S. L., and Davies, K. J. (1996b).
Hydrogen peroxide induces the expression of adapt15, a novel RNA associ-
ated with polysomes in hamster HA-1 cells. Arch. Biochem. Biophys. 325,
256–264.
Cremer, T., Kupper, K., Dietzel, S., and Fakan, S. (2004). Higher order chro-
matin architecture in the cell nucleus: on the way from structure to function.
Biol. Cell 96, 555–567.
Custodio, N., Carmo-Fonseca, M., Geraghty, F., Pereira, H. S., Grosveld, F.,
and Antoniou, M. (1999). Inefficient processing impairs release of RNA from
the site of transcription. EMBO J. 18, 2855–2866.
Davis, B. M., McCurrach, M. E., Taneja, K. L., Singer, R. H., and Housman,
D. E. (1997). Expansion of a CUG trinucleotide repeat in the 3 untranslated
region of myotonic dystrophy protein kinase transcripts results in nuclear
retention of transcripts. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 7388–7393.
Davis, E., Caiment, F., Tordoir, X., Cavaille, J., Ferguson-Smith, A., Cockett,
N., Georges, M., and Charlier, C. (2005). RNAi-mediated allelic trans-interac-
tion at the imprinted Rtl1/Peg11 locus. Curr. Biol. 15, 743–749.
Dirks, R. W., Daniel, K. C., and Raap, A. K. (1995). RNAs radiate from gene
to cytoplasm as revealed by fluorescence in situ hybridization. J. Cell Sci.
108(Pt 7), 2565–2572.
Eulalio, A., Behm-Ansmant, I., and Izaurralde, E. (2007). P bodies: at the
crossroads of post-transcriptional pathways. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8, 9–22.
Femino, A. M., Fay, F. S., Fogarty, K., and Singer, R. H. (1998). Visualization
of single RNA transcripts in situ. Science 280, 585–590.
Fox, A. H., Lam, Y. W., Leung, A. K., Lyon, C. E., Andersen, J., Mann, M., and
Lamond, A. I. (2002). Paraspeckles: a novel nuclear domain. Curr. Biol. 12,
13–25.
Georgiades, P., Watkins, M., Surani, M. A., and Ferguson-Smith, A. C. (2000).
Parental origin-specific developmental defects in mice with uniparental dis-
omy for chromosome 12. Development 127, 4719–4728.
Gribnau, J., Hochedlinger, K., Hata, K., Li, E., and Jaenisch, R. (2003). Asyn-
chronous replication timing of imprinted loci is independent of DNA meth-
ylation, but consistent with differential subnuclear localization. Genes Dev.
17, 759–773.
Ho, T. H., Savkur, R. S., Poulos, M. G., Mancini, M. A., Swanson, M. S., and
Cooper, T. A. (2005). Colocalization of muscleblind with RNA foci is separa-
ble from mis-regulation of alternative splicing in myotonic dystrophy. J. Cell
Sci. 118, 2923–2933.
Hu, J. F., Pham, J., Dey, I., Li, T., Vu, T. H., and Hoffman, A. R. (2000).
Allele-specific histone acetylation accompanies genomic imprinting of the
insulin-like growth factor II receptor gene. Endocrinology 141, 4428–4435.
Huang, S., Deerinck, T. J., Ellisman, M. H., and Spector, D. L. (1994). In vivo
analysis of the stability and transport of nuclear poly(A) RNA. J. Cell Biol.
126, 877–899.
Jolly, C., Metz, A., Govin, J., Vigneron, M., Turner, B.M., Khochbin, S., and
Vourc’h, C. (2004). Stress-induced transcription of satellite III repeats. J. Cell
Biol. 164, 25–33.
Katayama, S. et al. (2005). Antisense transcription in the mammalian tran-
scriptome. Science 309, 1564–1566.
Kedersha, N., and Anderson, P. (2002). Stress granules: sites of mRNA triage
that regulate mRNA stability and translatability. Biochem. Soc. Trans. 30,
963–969.
Kedersha, N., Stoecklin, G., Ayodele, M., Yacono, P., Lykke-Andersen, J.,
Fitzler, M. J., Scheuner, D., Kaufman, R. J., Golan, D. E., and Anderson, P.
(2005). Stress granules and processing bodies are dynamically linked sites of
mRNP remodeling. J. Cell Biol. 169, 871–884.
Kiss, T. (2002). Small nucleolar RNAs: an abundant group of noncoding RNAs
with diverse cellular functions. Cell 109, 145–148.
Komine, Y., Tanaka, N. K., Yano, R., Takai, S., Yuasa, S., Shiroishi, T., Tsuch-
iya, K., and Yamamori, T. (1999). A novel type of non-coding RNA expressed
in the rat brain. Brain Res. Mol. Brain Res. 66, 1–13.
Lamond, A. I., and Spector, D. L. (2003). Nuclear speckles: a model for nuclear
organelles. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4, 605–612.
Lawrence, J. B., Singer, R. H., and Marselle, L. M. (1989). Highly localized
tracks of specific transcripts within interphase nuclei visualized by in situ
hybridization. Cell 57, 493–502.
Lin, S. P., Youngson, N., Takada, S., Seitz, H., Reik, W., Paulsen, M., Cavaille,
J., and Ferguson-Smith, A. C. (2003). Asymmetric regulation of imprinting on
the maternal and paternal chromosomes at the Dlk1-Gtl2 imprinted cluster on
mouse chromosome 12. Nat. Genet. 35, 97–102.
Mancini-Dinardo, D., Steele, S. J., Levorse, J. M., Ingram, R. S., and Tilghman,
S. M. (2006). Elongation of the Kcnq1ot1 transcript is required for genomic
imprinting of neighboring genes. Genes Dev. 20, 1268–1282.
Mattick, J. S. (2004). RNA regulation: a new genetics? Nat. Rev. Genet. 5, 316–323.
H. Royo et al.
Molecular Biology of the Cell2826
Melcak, I., Cermanova, S., Jirsova, K., Koberna, K., Malinsky, J., and Raska, I.
(2000). Nuclear pre-mRNA compartmentalization: trafficking of released tran-
scripts to splicing factor reservoirs. Mol. Biol. Cell 11, 497–510.
Miyoshi, N., Wagatsuma, H., Wakana, S., Shiroishi, T., Nomura, M., Aisaka,
K., Kohda, T., Surani, M. A., Kaneko-Ishino, T., and Ishino, F. (2000). Identi-
fication of an imprinted gene, Meg3/Gtl2 and its human homologue MEG3,
first mapped on mouse distal chromosome 12 and human chromosome 14q.
Genes Cells 5, 211–220.
O’Neill, M. J. (2005). The influence of non-coding RNAs on allele-specific gene
expression in mammals. Hum. Mol. Genet. 14(Spec No 1), R113–R120.
Perry, R. P., Kelley, D. E., and LaTorre, J. (1974). Synthesis and turnover of
nuclear and cytoplasmic polyadenylic acid in mouse L cells. J. Mol. Biol. 82,
315–331.
Politz, J. C., and Pederson, T. (2000). Review: movement of mRNA from
transcription site to nuclear pores. J. Struct. Biol. 129, 252–257.
Politz, J. C., Tuft, R. A., Pederson, T., and Singer, R. H. (1999). Movement of
nuclear poly(A) RNA throughout the interchromatin space in living cells.
Curr. Biol. 9, 285–291.
Pollard, K. S. et al. (2006). An RNA gene expressed during cortical develop-
ment evolved rapidly in humans. Nature 443, 167–172.
Prasanth, K. V., Prasanth, S. G., Xuan, Z., Hearn, S., Freier, S. M., Bennett,
C. F., Zhang, M. Q., and Spector, D. L. (2005). Regulating gene expression
through RNA nuclear retention. Cell 123, 249–263.
Prasanth, K. V., Rajendra, T. K., Lal, A. K., and Lakhotia, S. C. (2000). Omega
speckles—a novel class of nuclear speckles containing hnRNPs associated
with noncoding hsr-omega RNA in Drosophila. J. Cell Sci. 113(Pt 19), 3485–
3497.
Reik, W., and Walter, J. (2001). Genomic imprinting: parental influence on the
genome. Nat. Rev. Genet. 2, 21–32.
Royo, H., Bortolin, M. L., Seitz, H., and Cavaille, J. (2006). Small non-coding
RNAs and genomic imprinting. Cytogenet. Genome Res. 113, 99–108.
Schratt, G. M., Tuebing, F., Nigh, E. A., Kane, C. G., Sabatini, M. E., Kiebler,
M., and Greenberg, M. E. (2006). A brain-specific microRNA regulates den-
dritic spine development. Nature 439, 283–289.
Schuster-Gossler, K., Bilinski, P., Sado, T., Ferguson-Smith, A., and Gossler, A.
(1998). The mouse Gtl2 gene is differentially expressed during embryonic
development, encodes multiple alternatively spliced transcripts, and may act
as an RNA. Dev. Dyn. 212, 214–228.
Seidl, C. I., Stricker, S. H., and Barlow, D. P. (2006). The imprinted Air ncRNA
is an atypical RNAPII transcript that evades splicing and escapes nuclear
export. EMBO J. 25, 3565–3575.
Seitz, H., Royo, H., Bortolin, M. L., Lin, S. P., Ferguson-Smith, A. C., and
Cavaille, J. (2004a). A large imprinted microRNA gene cluster at the mouse
Dlk1-Gtl2 domain. Genome Res. 14, 1741–1748.
Seitz, H., Royo, H., Lin, S. P., Youngson, N., Ferguson-Smith, A. C., and
Cavaille, J. (2004b). Imprinted small RNA genes. Biol. Chem. 385, 905–911.
Seitz, H., Youngson, N., Lin, S. P., Dalbert, S., Paulsen, M., Bachellerie, J. P.,
Ferguson-Smith, A. C., and Cavaille, J. (2003). Imprinted microRNA genes
transcribed antisense to a reciprocally imprinted retrotransposon-like gene.
Nat. Genet. 34, 261–262.
Shamovsky, I., Ivannikov, M., Kandel, E. S., Gershon, D., and Nudler, E.
(2006). RNA-mediated response to heat shock in mammalian cells. Nature
440, 556–560.
Shen, R. Y., Altar, C. A., and Chiodo, L. A. (1994). Brain-derived neurotrophic
factor increases the electrical activity of pars compacta dopamine neurons in
vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 8920–8924.
Sleutels, F., and Barlow, D. P. (2002). The origins of genomic imprinting in
mammals. Adv. Genet. 46, 119–163.
Sleutels, F., Zwart, R., and Barlow, D. P. (2002). The non-coding Air RNA is
required for silencing autosomal imprinted genes. Nature 415, 810–813.
Smith, C. M., and Steitz, J. A. (1998). Classification of gas5 as a multi-small-
nucleolar-RNA (snoRNA) host gene and a member of the 5-terminal oligo-
pyrimidine gene family reveals common features of snoRNA host genes. Mol.
Cell. Biol. 18, 6897–6909.
Thakur, N., Tiwari, V. K., Thomassin, H., Pandey, R. R., Kanduri, M., Gondor,
A., Grange, T., Ohlsson, R., and Kanduri, C. (2004). An antisense RNA
regulates the bidirectional silencing property of the Kcnq1 imprinting control
region. Mol. Cell. Biol. 24, 7855–7862.
Tierling, S., Dalbert, S., Schoppenhorst, S., Tsai, C. E., Oliger, S., Ferguson-
Smith, A. C., Paulsen, M., and Walter, J. (2006). High-resolution map and
imprinting analysis of the Gtl2-Dnchc1 domain on mouse chromosome 12.
Genomics 87, 225–235.
Tourriere, H., Chebli, K., Zekri, L., Courselaud, B., Blanchard, J. M., Bertrand,
E., and Tazi, J. (2003). The RasGAP-associated endoribonuclease G3BP assem-
bles stress granules. J. Cell Biol. 160, 823–831.
Tycowski, K. T., Shu, M. D., and Steitz, J. A. (1996). A mammalian gene with
introns instead of exons generating stable RNA products. Nature 379, 464–
466.
Verschure, P. J., van Der Kraan, I., Manders, E. M., and van Driel, R. (1999).
Spatial relationship between transcription sites and chromosome territories.
J. Cell Biol. 147, 13–24.
Visa, N., Puvion-Dutilleul, F., Harper, F., Bachellerie, J. P., and Puvion, E.
(1993). Intranuclear distribution of poly(A) RNA determined by electron
microscope in situ hybridization. Exp. Cell Res. 208, 19–34.
Wang, Y., Crawford, D. R., and Davies, K. J. (1996). adapt33, a novel oxidant-
inducible RNA from hamster HA-1 cells. Arch. Biochem. Biophys. 332, 255–
260.
Xing, Y., Johnson, C. V., Dobner, P. R., and Lawrence, J. B. (1993). Higher level
organization of individual gene transcription and RNA splicing. Science 259,
1326–1330.
Yelin, R. et al. (2003). Widespread occurrence of antisense transcription in the
human genome. Nat. Biotechnol. 21, 379–386.
Zamore, P. D., and Haley, B. (2005). Ribo-gnome: the big world of small
RNAs. Science 309, 1519–1524.
Tracking Imprinted Noncoding RNA




Supplementary data S1: Sub-nuclear localization of RBII-48, RBII-78 and RBII-36 on rat brain 
sections. In situ hybridization was performed with Cy3-labeled oligonucleotide probes (red) 
complementary to RBII-48, RBII-78 and RBII-36 mature C/D RNAs. Nucleoli are visualized by a 
Cy5-labeled oligonucleotide directed against U3 snoRNA used as a nucleolar marker (green).  
The white arrow indicates the elongated, extra-nucleolar signal.   
 
Supplementary data S2: Representative nuclear RNA tracks at the transcription site.  In some 
cells, track RNA signals can be multi-branched (panels e/e’ and g/g’) or they can display a less 
obvious linear form (panels f/f’ and h/h’). Note that in most cases, RNA signals fill up and adopt 
the same shape of the poor DAPI-stained regions of the nucleus, as clearly observed in panels  
c/c’, d/d’, f/f’, g/g’. The specificity of the RNA signals detected by the spliced-specific Cy3-
labelled probe is demonstrated by its absence in the mouse embryonic fibroblasts (panels a/a’; no 
Bsr sequence homology in the mouse genome) and in Ref52, an immortalized rat fibroblast cell 
line that does not express Bsr gene (panels b/b’). Bar: 5µm.  
 
Supplementary data S3: Do nuclear dot-like RNA signals correspond to single RNA 
molecules?  The structural organisation of Bsr punctuated signals is puzzling. They might 
correspond either to clusters of multiple spliced Bsr RNAs in an unknown nuclear structure, or 
they might be single RNA molecules diffusing through the nucleoplam. To distinguish between 
these two possibilities, the number of hybridized Cy3-labelled spliced-probes within 285 
individual nuclear dots in 8 different nuclei was quantified by using the method described in 
(Femino et al., 1998), see also below). We reasoned that a large number of probes (i.e. largely 
exceeding 85, the largest theoretical number of hybridized probes) will formally exclude the 
single RNA molecule hypothesis. We found that 48% of the nuclear dots do not contain more 
than 10 probes, with a range of 1 to 124 probes hybridized per dot. These results are consistent 
with the notion that each nuclear dot might represent a single (or a few) RNA molecule(s).  
 
Fluorescence signal quantification method.  Digital images from a series of 10 to 14 focal 
planes were acquired with a 0.2 or 0.3µm-step through a hybridized cell. Images were restored 
with the deconvolution algorithm of the Huygens Professional Software (Scientific Volume 
Imaging BV, Hilversrum, The Netherlands). Fluorescence dot quantification was performed with 
the Imaris software (Bitplane AG, Zurich, Switzerland). Images were threshold to remove the 
background noise (typical threshold was of ~7% of the maximum intensity of the image). The 
total fluorescence intensity of each dot was then calculated and converted into the number of 
molecules of hybridized probes by use of the following calibration procedure set up by (Femino 
et al., 1998). Briefly, solutions of probe molecules dispersed in 3µl of mounting medium with 
final concentrations ranging from 0.25ng/µl to 4ng/µl were mounted between a slide and a 
coverslip. Knowing the molecular weight of the probe and the area of the coverslip, the 
concentration unit was converted form ng/µl into the number of molecules of probes per pixel. 
For each probe solution, three single plane images were taken under the same conditions as the 
hybridized cells. The average gray level per pixel was given by the Metamorph software 
(Universal Imaging). The calibration curve was obtained by plotting the gray level per pixel 
against the number of molecules per pixel and used to determine the number of molecules of 
probes hybridized for each Bsr dot signal. 
 
 72 
Legend Figure S3 - Quantification of the number of spliced probes per nuclear RNA focus. (top) 
The histogram depicts the number of hybridized spliced-probes within Bsr nuclear RNA dots. 
(middle) A representative nucleus hybridized with the Cy3-labelled spliced-probe is shown (this is 
a projection of the restored image). (bottom) 3D-representation of the same nucleus by the Imaris 
software (see also supplementary data S5). The number of probes within each dot is indicated. 
White objects, including the transcription site (TS), have not been considered as the software was 
unable to separate distinct signals. Bar: 5 µm. 
 
Supplementary data S4: The intra-cellular location of Bsr RNAs upon drug treatments.  A) 
REFs were treated (+) or not (-) by actinomycinD (AMD, 5µg/ml for 300 min), leptomycin B 
(LMB, 10nM for 300 min), 2D-glucose 6mM + sodium azide (2Dglc+azide; 10mM for 300 
min), arsenite (0.5 mM for 30 min), cycloheximide (CHX; 20µg/ml for 240 min), puromycin 
(200µg/ml for 240 min) or 5,6-dichloro-1-β-D-ribobenzimidazole (DRB, 25µg/ml for 180 min.). 
Spliced Bsr RNAs were detected with the Cy3-labelled spliced oligonucleotide probe and the 
percentage of cells with cytoplasmic signals was estimated by counting a minimum of 400 cells 
for each treatment. Since control values can differ from one experiment to another (see text), the 
untreated controls were set to 1. B) A representative AMD-treated cell (right) that displays 
nearly complete relocation of spliced Bsr RNAs in the cytoplasm. An untreated cell is shown as 
control (left). Note: increased background signals were routinely observed after AMD treatment. 
Bars: 5 µm. 
 
 
Supplementary data S5: The intra-cellular fate of spliced Bsr RNAs in cultured primary 
hypothalamic neurons. (A) spliced Bsr RNAs form multiple dispersed nucleoplasmic dot-like 
signals and a single, large nuclear RNA track per nucleus (top), with in a small population of 
neurons (5-8%), a few dot-like signals in the dendritic compartments (bottom). To further 
confirm the specificity of these relatively weak cytoplasmic RNA signals, successive RNA FISH 
were carried out with Cy3-labeled spliced probes first (left) and then with Alex488-labeled 
probes (middle) designed to recognise the internal part of Bsr exons. (B) Bsr RNAs associated 
with SGs in arsenite-treated neurons (0.5 mM for 3h). Bsr RNAs are detected with a Cy3-labeled 
spliced-RNA probe while SGs (or dendrites) are visualized by a Cy5-labeled polydT probe. The 
white arrows indicate the position of Bsr dot-like signals. Two different focal planes of the same 
cell are shown. The contrasts have been enhanced to highlight Bsr dots. Bars: 5 µm. 
 
Supplementary data S6: Sequences of DNA oligonucleotide probes  
RNA FISH analysis (X denotes amino-allyl coupled dT bases). 
The following oligonucleotides were synthesized by J. Marc Escudier ("Plateforme de synthèse de 
l'Interface Chimie Biologie de l'ITAV") on Applied Biosystem ABI 394-8 synthesiser. 
 
Intronic-probe: 5’-tXgcgttccttatXgaaccactagtctacagtXgctctcccaagaXt-3’  
RBII-36 probe: 5’-tXgttgtggtcaXcatg(g/c)atgttXcaga(c/g)gactccca(c/g)aXt-3’;  
spliced-probe: 5’-aXcaccttggaggXatctattactcXcacaattctacXt-3’; 
Bsr exon: 5’-aXa(a/c)a(A/c)accgggaaXccca(a/c)acct ca(a/g)gacXgaggaagaact(t/c)(g/t)gagXt 
Bsr gene(1):5’-tXggattgatagcXcaagcaagggatXggatagaggagaagXt-3’ 
Bsr gene(2): 5’-aXgaccacaacattg(g/c)gagtcXgaggtccacatcaXaatctatgcacXg-3’ 
Bsr gene(3): 5’-cXgccaaagatgctctagagtttaaagXccag(t/a)caagcaXctggtagttaaXg-3’ 






Bsr exon: 5’-aXa(a/c)a(A/c)accgggaaXccca(a/c)acctca(a/g)gacXgaggaagaact(t/c)(g/t)gagXt 
 
Northern blot analysis: 
U6 snRNA: 5’-cgtgtcatccttgcgcaggggcc-3’ 














































Figure II-2 Présence d’ARNs non-codants ressemblant à Bsr au locus Snurf-Snrpn. Une longue unité de 
transcription à expression paternelle s’étend sur près d’1Mb au locus Snurf-Snrpn. Les rectangles bleus en amont de 
Snurf-Snrpn représentent les exons U (Snrpn Upstream exons), qui sont répétés et hautement homologues entre eux. 
Les transcrits contenant les exons U (ligne bleue ondulée) peuvent s’épisser au niveau de Snrpn, ou bien en 3’ de 
Snrpn après « skipping » de Snurf-Snrpn. Les gènes hôtes de RBII-85 (RBII-85-HG) et de RBII-52 (RBII-52-HG) 
sont regroupés en deux clusters en 3’ de Snurf-Snrpn. Ils sont non-codants et répétés et ils contiennent plusieurs 
dizaines de copies des petits ARNs C/D RBII-85 et RBII-52 dans leurs introns. Ipw (Imprinted gene in the Prader-
Willi syndrome region) est situé entre les deux clusters et génère un ARN non-codant épissé et polyadénylé. En 3’ 































Figure II-3 Une ou deux unités de transcription pour les gènes HBII-85-HG et HBII-52-HG ? Haut : Des 
regroupements de données de RT-PCR combinés à l’analyse d’ADNc répertoriés dans le « Genome Browser » ont 
mené à l’hypothèse que le locus Snurf-Snrpn, et en particulier les gènes hôtes de RBII-85 et RBII-52 faisaient partie 
d’une unité de transcription unique. Bas : Cependant, on peut imaginer que les clusters des gènes RBII-85 et RBII-52 
sont transcrits à partir de leur propre promoteur (les deux promoteurs hypothétiques sont représentés par des flèches 
bleues). RBII-85-HG et RBII-52-HG seraient donc deux unités de transcription indépendantes. De la transcription 
« read-through » (pointillés noirs) au travers des ~50kb qui séparent le cluster des gènes RBII-85 de celui des gènes 
RBII-52, issue de situations où l’élongation n’est pas bloquée malgré les signaux d’arrêt de transcription, génèrerait 





Le gène hôte de RBII-85 et RBII-52 génère 
des ARNs non-codants soumis à l’empreinte 




Deux clusters de gènes de petits ARNs C/D sont présents au locus Snurf-Snrpn : le cluster 
des gènes RBII-85 et le cluster des gènes RBII-52. D’après la littérature, un seul long transcrit 
serait généré à partir de l’allèle paternel de ce locus (Landers et al., 2004; Runte et al., 2001). Ce 
transcrit aurait un profil d’épissage complexe, et s’étendrait des exons U (ou de Snrpn) à Ube3a-
as. RBII-85 et RBII-52 sont localisés dans les introns de leurs gènes hôtes, qui sont non-codants 
et épissés, et qui feraient partie de ce long transcrit. On fera référence aux gènes hôtes de RBII-
85 et RBII-52 en tant que RBII-85-HG et RBII-52-HG respectivement (HG pour host gene ; se 
reporter à la figure II-2 et sa légende pour une explication détaillée de l’organisation des gènes : 
exons U – RBII-85-HG – RBII-52-HG). L’hypothèse d’une unité de transcription unique a été 
émise parce que des transcrits chevauchants ont été reportés dans le domaine entier. Il s’agit soit 
de transcrits détectés par RT-PCR, soit d’ADNc répertoriés et annotés dans le génome (Landers 
et al., 2004; Runte et al., 2001). Comme évoqué dans l’introduction, le concept d’un transcrit 
unique est donc à considérer avec précaution, car plusieurs unités de transcription indépendantes 
et de la transcription « read-through » génèrerait les mêmes résultats (cf figure II-3). Le transcrit 
« pleine taille » en question n’a évidemment jamais pu être visualisé en biologie moléculaire.  
RBII-85-HG et RBII-52-HG, par leur organisation génomique et par le fait qu’ils fassent partie 
d’un locus soumis à l’empreinte, rappellent le cas de Bsr. C’est pourquoi, suite à nos travaux sur 
Bsr, nous avons décidé de poursuivre notre étude sur les transcrits hôtes de RBII-85 et RBII-52. 
En parallèle, nous nous sommes penchés sur la question de savoir si nos données d’imagerie 




1 Système d’étude : type cellulaire et sondes utilisées  
 
Nous nous plaçons dans des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat pour l’étude des 
gènes hôtes de RBII-85 et RBII-52. Une analyse informatique nous a permis de définir les 
séquences de RBII-85-HG, RBII-52-HG et des exons U à partir des données connues chez 
l’Homme et la souris (Landers et al., 2004; Runte et al., 2001). Les sondes utilisées sont :  
- Sondes RBII-85-gène et RBII-52-gène: ces sondes sont capables de s’hybrider sur l’ADN 
uniquement. On les utilise en ADN FISH après dénaturation de l’ADN. Elles sont 










Figure II-4 Même profil d’accumulation pour les transcrits épissés Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG. 
(Royo H, résultats non publiés). ARN FISH dans des neurones d’hypothalamus d’embryon de rat (les sondes 
utilisées sont indiquées). Les transcrits épissés Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG sont exclusivement détectés 
dans le noyau, où ils forment deux types de signaux : un track par noyau (flèche blanche) et de nombreux dots 
nucléoplasmiques (les flèches bleues en désignent certains). NB: le track n’a pas toujours une forme allongée, 





RBII-85 (sonde RBII-85-gène), et aux gènes correspondant aux gènes RBII-52 (sonde RBII-
52-gène).  
- Sondes RBII-85 et RBII-52: ces sondes sont complémentaires aux séquences des petits 
ARNs RBII-85 et RBII-52 respectivement. Elles détectent les petits ARNs RBII-85 ou RBII-
52 matures, mais aussi tout précurseur contenant des séquences introniques dont la séquence 
de RBII-85 ou de RBII-52.  
- Sondes RBII-85-HG-épissé et RBII-52-HG-épissé : ces sondes s’hybrident à la jonction 
entre deux exons de RBII-85-HG ou deux exons de RBII-52-HG. Elles détectent les formes 
épissées et partiellement épissées des transcrits hôtes de RBII-85 et RBII-52 respectivement.  




2 Les ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG ont un 
profil d’accumulation similaire à celui de Bsr 
 
Afin de visualiser les ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG, nous avons mené des 
expériences d’ARN FISH dans des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat avec les sondes 
RBII-85-HG-épissé et RBII-52-HG-épissé. Les deux types de sondes donnent un profil très 
ressemblant à celui de Bsr : ces ARNs sont exclusivement nucléaires et ils s’accumulent sous 





3 La morphologie des tracks au site de transcription de RBII-
85-HG et RBII-52-HG est en contradiction avec l’hypothèse 
d’un transcrit unique au locus Snurf-Snrpn 
 
Avec les deux types de sondes (RBII-85-HG-épissé et RBII-52-HG-épissé), on observe 
de longs signaux au site de transcription qui rappellent les tracks Bsr (le site de transcription a 
été identifié comme tel car il colocalise avec l'ADN – cf. plus bas). Ces signaux, formés par les 
ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG au site de transcription, ne colocalisent jamais entre 
eux, indiquant que les transcrits RBII-85-HG et RBII-52-HG occupent des espaces distincts dans 
le noyau après épissage (cf. figure II-5A). Ces ARNs seraient hautement contraints dans le noyau 
puisqu’ils ne se mélangent pas. Nous avons ensuite testé le patron des ARNs contenant les exons 
U par FISH. Avec une sonde spécifique des exons U, un signal par noyau est visible (il n’a 
généralement pas une forme allongée), et aucun (ou très peu) de dots sont détectés. Le signal 
exons-U est systématiquement situé à proximité des signaux RBII-85-HG et RBII-52-HG, sans 
se superposer avec eux. Une colinéarité est observée pour les signaux exons-U _ RBII-85-HG _ 
RBII-52-HG: le signal exons-U est toujours situé à côté du signal RBII-85-HG, lui-même à côté 
du signal RBII-52-HG, dans le même ordre que celui de leurs gènes dans le génome (cf. figure 
II-5B). Cette image peut être interprétée de trois façons différentes (cf figure II-5C et sa 
légende). Dans les trois hypothèses, on considère que l’épissage a lieu co-transcriptionnellement 










Figure II-5 Signaux non-chevauchants aux sites de transcription des gènes exons U, RBII-85-HG et RBII-52-
HG. (Royo H, résultats non publiés). ARN FISH dans des neurones d’hypothalamus d’embryon de rat. A : Profil des 
ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG au site de transcription. B : Patron des transcrits contenant les exons U 
par rapport aux ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG. Les transcrits contenant les exons U ne forment pas de 
dots. Au site de transcription, les signaux exons U – RBII-85-HG – RBII-52-HG sont colinéaires. C : Représentation 
schématique du signal observé en B. Chez les mammifères, l’épissage est co-transcriptionnel, c’est-à-dire qu’il a 
lieu sur les transcrits naissants en cours d’épissage, ou bien les transcrits sont épissés immédiatement après avoir été 
relargués de l’ADN, à proximité immédiate du site de transcription. Soit les deux tracks représentent un transcrit 
unique (1), soit il s’agit de molécules indépendantes d’ARN issues d’unités de transcription indépendantes (2) ou 
d’une seule unité de transcription dont le produit est clivé post-transcriptionnellement (3). Barres : 5µm.  
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uniques ; les parties détectées avec les sondes exons-U, RBII-85-HG-épissé et RBII-52-HG-
épissé correspondent aux parties 5’, milieu, et 3’ du transcrit respectivement. 2) Les signaux 
représentent de multiples transcrits indépendants les uns des autres ; après avoir été relargués de 
l’ADN, ils s’accumulent à proximité des sites de transcription sans se mélanger entre eux. Ceci 
implique que les parties génomiques correspondant aux exons U, à RBII-85-HG et à RBII-52-
HG sont des unités de transcription indépendantes. 3) Les exons U, RBII-85-HG et à RBII-52-
HG sont transcrits sous forme d’un ARN unique qui est clivé post-transcriptionnellement.  
Nous avons testé la position de l’ADN par rapport aux signaux formés par les ARNs épissés 
RBII-85-HG et à RBII-52-HG à leur site de transcription. En ADN FISH, les parties génomiques 
correspondant aux transcrits RBII-85-HG et à RBII-52-HG sont détectés à côté l’un de l’autre 
(cf. figure II-6A). Ceci est indicatif d’une excellente résolution car les deux loci sont séparés par 
à peine 50kb. En double ADN/ARN FISH, on voit que l’ADN est souvent situé au point de 
contact entre les deux signaux RBII-85-HG et RBII-52-HG (cf. figure II-6B). Premièrement, cela 
montre que comme dans le cas de Bsr, les signaux observés sont des tracks plutôt que des trees 
(cf figure II-1C/D). Deuxièmement, les résultats sont difficiles à concilier avec les interprétations 
1 et 3 et suggèrent que RBII-85-HG et RBII-52-HG seraient transcrits à partir de deux unités de 




4 Les ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG forment des 
foci dans le noyau 
 
Nous avons voulu savoir si les dots formés par les ARNs Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-
HG épissés colocalisaient. Nos résultats d’ARN FISH dans des neurones d’hypothalamus 
d’embryons montrent que les dots RBII-85-HG et RBII-52-HG ne colocalisent jamais (ou 
quasiment jamais ) avec les dots Bsr. D’autre part, ils sont majoritairement distincts les uns des 
autres, appuyant l’hypothèse de l’existence de deux unités de transcription pour RBII-85-HG et 
RBII-52-HG. Néanmoins, on  trouve des dots RBII-85-HG accolés à des dots RBII-52-HG dans 
33% des cas (n=44 cellules, 1291 dots) (cf. figures II-4 et II-7). Cette fraction de colocalisation 
partielle pourrait représenter des espèces d’ARN issues de la transcription « read-through » entre 











Figure II-6 Les tracks aux sites de transcription des ARNs RBII-85-HG épissé et RBII-52-HG épissé, 
occupent une position préférentielle par rapport au gène. (Royo H, résultats non publiés). A : ADN FISH dans 
des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat. Les gènes RBII-52 (sondes RBII-52-gène, vert) et RBII-85 (sondes 
RBII-85-gène, rouge) sont détectés côte à côte. Barre: 5mm. B : Double ADN/ARN FISH dans des neurones 
d’hypothalamus d’embryon de rat. Le gène (sondes RBII-52-gène-CY5, bleu) est souvent positionné entre les deux 
tracks (sondes RBII-52-HG-épissé-CY3, rouge et RBII-85-HG-épissé-A488, vert). C : Représentation schématique 
des transcrits épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG et du gène visualisés par ADN/ARN FISH. Le gène est situé à 
l’intersection entre les deux tracks; cette localisation est difficilement compatible avec la notion d’un transcrit 
unique (cf. figure II-5C). Les ARNs épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG seraient des transcrits indépendants. 
Chaque track représenterait des ARNs naissants et des transcrits nouvellement synthétisés accumulés au site de 
transcription. Les transcrits nouvellement synthétisés seraient contraints dans le noyau, de sorte qu’ils ne se 
mélangeraient pas.  
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En résumé, les résultats présentés dans ce chapitre représentent les premières données de 
localisation et de devenir intra-cellulaire de longs ARNm-like non-codants et soumis à 
l’empreinte génomique parentale. Des similitudes frappantes sont retrouvées au niveau de 
plusieurs ARNs hôtes de petits ARNs C/D aux loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn de rat. Tout 
d’abord, les transcrits épissés Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG sont nucléaires et échappent à 
l’export cytoplasmique. Ensuite, au site de transcription, chacun de ses transcrits s’accumulent 
sous la forme d’un track qui s’étend sur plusieurs microns. Ces tracks sont orientés par rapport 
au gène et ils semblent contraints au sein de l’architecture nucléaire. En plus de former un track 
au site de transcription, les ARNs épissés Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG apparaissent sous 
forme de dots dans le nucléoplasme. Des études sur les dots Bsr montrent que ces dots seraient 
localisés dans l’espace interchromatinien mais ne colocalisent avec aucun compartiment sub-
nucléaire connu. Ces dots sont métaboliquement stables, et pourraient correspondre à des 
molécules uniques. Après traitement avec des drogues, une fraction des ARNs Bsr relocalise 
dans le cytoplasme où ils s’associent avec les granules de stress. Bsr au locus Dlk1-Gtl2, et par 
extension les ARNs RBII-85-HG et RBII-52-HG au locus Snurf-Snrpn, représentent donc un 
nouveau type d’ARN retenu dans le noyau.  
 
 
Les données présentées ici sont les résultats principaux et acquis de ma thèse. D’autres résultats, 
plus préliminaires et liés de près ou de loin à ces travaux ont été obtenus. Il s’agit d’expériences 
faisant partie de plusieurs projets qui sont en cours mais que j’ai laissés à l’état inachevé. J’ai fait 
le choix de faire figurer ces résultats dans une section « projet en cours » dans la partie 















Figure II-7 Les transcrits épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG forment des dots dans le noyau qui ne 
colocalisent pas avec les dots Bsr. (Royo H, résultats non publiés). ARN FISH dans des neurones d’hypothalamus 
d’embryons de rat avec les sondes Bsr-épissé-CY5 (bleu), RBII-85-HG-épissé-A488 (vert) et RBII-52-HG-épissé-
CY3 (rouge). Les ARNs RBII-85-HG épissés et RBII-52-HG épissés sont détectés sous forme de dots dans le noyau. 
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Présentation du plan de la partie de discussion et perspectives 
 
 
Mes travaux de thèse ont permis de caractériser les transcrits non-codants générés aux 
loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn. La plupart des résultats portent sur Bsr, alors que la 
caractérisation de RBII-85-HG et RBII-52-HG n’est encore que partielle ; c’est pourquoi ma 
discussion sera focalisée sur Bsr. Le résultat majeur de cette étude concerne la localisation 
nucléaire des formes épissées de Bsr (et de RBII-85-HG et RBII-52-HG), avec une accumulation 
sous forme de dots nucléoplasmiques. La signification biologique de ce comportement est 
discutée en chapitre 1. Ensuite, Bsr est détecté sous forme de track au site de transcription. Est-il 
possible que ce track soit le reflet d’un phénomène de « coating » similaire à celui généré par 
Xist au chromosome X ? Ce point est argumenté en chapitre 2. En chapitre 3, j’ouvre la 
discussion sur des fonctions possibles de Bsr, suite à mes résultats de thèse. Mes perspectives 
figurent dans le chapitre 4, qui fait état des projets en cours que j’ai laissés au laboratoire.  
 
En définitive, mon étude aura été bénéfique à la connaissance dans le domaine des ARNs 
messagers-like, des longs ARN non-codants en général et des ARNs non-codants soumis à 
l’empreinte génomique parentale. Et de manière importante, il ouvre la porte à d’autres projets 











Figure III-1 Autres cas d’ARNs nucléaires qui forment des foci dans le noyau. A : Patron de l’ARN épissé 
Gomafu dans des cellules E14 de la rétine en ARN FISH. L’ADN est coloré au Sytox (magenta). NB: Cette image 
est une section optique obtenue au microscope confocal. B : D’après (Hutchinson et al., 2007). A gauche: patron de 
l’ARN NEAT1 (en vert) dans des cellules Tig1 par ARN FISH. A droite: de manière occasionnelle, l’ARN NEAT1 
(en rouge) a un profil hautement polarisé. L’ADN est coloré en bleu au DAPI. C : ARN FISH sur l’ARN-CTN dans 
des fibroblastes embryonnaires de souris (Prasanth et al., 2005). Le contour du noyau est marqué en pointillés. D : 
Distribution de l’ARN DMPK mutant dans des myoblastes de patients DM par ARN FISH (Davis et al., 1997). NB: 
cette image est obtenue après déconvolution.  
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(Hutchinson et al., 2007) 
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2007) 
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Bsr est retenu dans le noyau et s’accumule 
sous forme de dots dans le nucléoplasme : 




Une caractéristique originale de l’ARN Bsr épissé est d’être détecté sous forme de dots 
dispersés dans le nucléoplasme. Les transcrits épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG ont aussi 
cette propriété. Très récemment, d’autres cas d’ARNs nucléaires qui forment aussi des dots ont 
été décrits chez les mammifères. Leur connaissance et leur comparaison révèle des similitudes 





1 Comparaison de Bsr avec Gomafu et NEAT1, d’autres 
ARNs non-codants nucléaires qui forment des dots.  
 
Gomafu est un ARN non-codant qui a été isolé lors d’un criblage visant à identifier des 
gènes spécifiques d’un type de neurones (Sone et al., 2007). Il est constitué de 7 exons et 6 
introns, est épissé et polyadénylé. Il est détecté exclusivement dans le noyau sous forme de 
nombreux dots éparpillés dans le nucléoplasme (Gomafu signifie « patron en points » en 
japonais). Ces dots sont préférentiellement situés dans des régions faiblement marquées en ADN 
(cf. figure III-1A). Ils ne colocalisent avec aucun des sous-compartiments nucléaires testés, à 
savoir les speckles, les paraspeckles, les nucléoles, les corps PML, et les Cajal bodies. Dans des 
préparations à haute concentration saline, Gomafu reste associé à la matrice nucléaire. Des 
expériences d’hétérocaryon montrent que Gomafu échappe à l’export nucléaire. Enfin, Gomafu 
ne serait pas pris en charge par le NMD (Sone et al., 2007).  
 
Un autre criblage recherchant des ARNs enrichis dans le noyau a identifié NEAT1 (Nuclear 
Enriched, Abundant Transcript 1) (Hutchinson et al., 2007). NEAT1 est un gène non-codant à 
expression biallélique conservé chez les mammifères et exprimé de manière ubiquitaire. 
Plusieurs isoformes d’épissage existent, mais le transcrit majoritaire est un ARN non-épissé et 
polyadénylé de 3.7kb. Dans des noyaux en interphase, NEAT1 est détecté sous forme de foci 
larges et brillants qui semblent éviter les nucléoles et les zones d’hétérochromatine denses en 
DAPI. Ces foci sont souvent dispersés dans le noyau (figure III-1B, panneau de gauche), bien 
que dans certaines cellules, leur distribution soit restreinte et polarisée (figure II-1B, panneau de 
droite). Les foci ne colocalisent pas avec le territoire occupé par le chromosome hôte du gène 




? ? Vrai 
    Association aux granules de stress 
? Vrai Vrai 
    ARN pas pris en charge par le NMD 
? Vrai Vrai     ARN résistant à des extractions à haute 
concentration saline 
Vrai ? Vrai 
    Dots localisés en périphérie des domaines 
 
? Vrai Vrai     Dots ne colocalisent pas avec les sous-
compartiments nucléaires connus 
Vrai Vrai Vrai 
    Dots dans les zones faiblement marquées 
 
Vrai Vrai Vrai 
    Dots nucléoplasmiques 
Parfois Faux Vrai 
    Track au site de transcription 
Vrai Vrai Vrai 
    ARN exclusivement nucléaire 
Faux Vrai Vrai 
    ARN épissé 
Vrai Vrai Vrai 
    ARN polyadénylé 
Faux Faux Vrai 
    Hôte de petits ARNs 
Faux Vrai Vrai 
    Expression type cellulaire-spécifique 
Faux Faux Vrai 
    Gène soumis à l’empreinte 
Vrai Vrai Vrai 
    Gène non-codant 
NEAT1 Gomafu Bsr  
Tableau III-1 Comparaison des propriétés décrites des gènes Bsr, Gomafu et NEAT1. Les 
caractéristiques de Bsr, Gomafu et NEAT1 telles qu’elles sont décrites dans (Royo et al., 2007, 
ou données non publiés) (Sone et al., 2007) et (Hutchinson et al., 2007) sont comparées de 
manière systématique.  
  indiquent un similitude complète entre Bsr, Gomafu and NEAT1 (le rouge 
  clair est utilisé quand la propriété en question n’a été testée que pour deux 
  des trois ARNs) 
 
  indique que la caractéristique en question est partagée par deux des trois 
  ARNs: Bsr, Gomafu and NEAT1 
   
indique une différence entre Bsr, Gomafu and NEAT1 
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Bsr, RBII-85-HG, RBII-52-HG, Gomafu et NEAT1 sont en tout cinq ARNm-like non-codants 
nucléaires qui forment des dots dans les parties faiblement marquées en ADN du nucléoplasme. 
De manière frappante, de nombreuses propriétés remplies par Gomafu et NEAT1 le sont aussi 
par Bsr (cf. tableau III-1). Ceci suggère que ces ARNs pourraient avoir une fonction ou une 
caractéristique commune dont la manifestation serait ce profil d’accumulation nucléaire 
particulier sous forme de dots.  
 
Alors que Gomafu et NEAT1 forment des dots, ces gènes ne sont pas soumis à l’empreinte. On 
peut donc postuler que cette propriété, bien qu’observée pour trois transcrits indépendants des 
loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn, n’est pas liée à l’empreinte génomique parentale.  
Les speckles contiennent de nombreux facteurs d’épissage, des protéines SR, des ARNs poly(A) 
et des facteurs d’export des ARNm. Comme NEAT1 localise préférentiellement à la périphérie 
des speckles, qui sont des régions généralement riches en gènes actifs, Hutchinson et al., propose 
que NEAT1 pourrait être impliqué dans le métabolisme des ARNs pré-messagers (Hutchinson et 
al., 2007). Dans cette logique, on pourrait aussi attribuer cette fonction à Bsr, dont 70% des foci 
sont trouvés à la périphérie des speckles. On sait que Gomafu ne colocalise pas avec les speckles, 
mais les auteurs ne se sont pas penchés sur sa localisation par rapport à la périphérie des 
speckles.  
Sole et al., propose que les dots Gomafu représentent un nouveau sous-compartiment nucléaire 
(Sone et al., 2007). Cette hypothèse attrayante manque néanmoins de données quant à l’existence 
de facteurs protéiques ou ribonucléiques associés à ce nouveau compartiment. En ce qui 
concerne les dots formés par Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG, nous ne pensons pas qu’il 
s’agisse d’un nouveau compartiment nucléaire. En effet, ces dots ne colocalisent pas (ou très 
rarement) entre eux ; la colocalisation avec Gomafu et NEAT1 n’a pas été testée. De plus, après 
quantification des signaux de fluorescence, nous avons postulé que les dots nucléoplasmiques 
formés par Bsr épissé représentaient certainement des molécules uniques (Royo et al., 2007). Ces 
résultats sont difficiles à concilier avec la découverte d’un nouveau domaine nucléaire, qui ne 
contiendrait qu’une sorte d’ARN (Bsr ou RBII-85-HG ou RBII-52-HG) et surtout qu’une 
molécule d’ARN par sous-compartiment.  
 
La propriété de ces ARNs à former des dots serait peut-être plus à mettre en rapport avec une 
nouvelle famille d’ARNm-like retenus dans le noyau. En ce sens, on connaît deux cas d’ARNs 




2 Les dots nucléoplasmiques : une caractéristique liée à la 
rétention nucléaire ? 
  
2.1 Corrélation entre séquestration nucléaire et formation de foci pour l’ARN-
CTN et les transcrits DMPK mutants 
 
L’ARN-CTN est un ARN non-codant qui possède la propriété unique de réguler 
l’expression d’un gène par un mécanisme de rétention nucléaire (Prasanth et al., 2005). L’ARN-
CTN (CAT2 transcribed nuclear RNA) a été isolé à partir de speckles purifiés. C’est un ARN 
non-codant épissé et polyadénylé qui mesure 8kb. Il est transcrit à partir du gène mCAT2 (mouse 
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cationic amino acid transporter 2), qui génère – en plus de l’ARN-CTN - l’ARNm codant 
mCAT2, impliqué dans une voie de réponse au stress cellulaire. Cependant, chaque transcrit a 
des régions UTR qui lui sont propres et utilise un promoteur différent. L’ARN-CTN est 
exclusivement détecté dans le noyau, où il se concentre en multiples foci localisés en dehors des 
nucléoles (cf. figure III-1C). Ces foci colocalisent avec les paraspeckles, des domaines sub-
nucléaires riches en protéines de liaison à l'ARN situés en périphérie des speckles. En conditions 
de stress cellulaire, l’ARN-CTN est clivé au niveau de sa région 3’UTR. Le produit de ce clivage 
est un ARNm de 4.2kb qui est exporté dans le cytoplasme pour traduire la protéine mCAT2. 
L’ARN-CTN constituerait en fait une réserve cellulaire capable de délivrer rapidement des 
transcrit mCAT2 disponibles pour la traduction en cas de stress (Prasanth et al., 2005).  
Grâce à un système in vivo de gènes rapporteurs, il a été montré que la région 3’UTR de l’ARN-
CTN est essentielle à la localisation nucléaire du transcrit. Cette région contient plusieurs sites 
d’édition de A vers I, et il est postulé que c’est l’édition qui serait responsable de la rétention 
nucléaire du transcrit.  
 
La dystrophie myotonique (DM), une maladie autosomale dominante du système 
neuromusculaire, est due à l’expansion de répétitions du trinucléotides (CTG) dans la région 
3’UTR du gène codant pour la DM protéine kinase DMPK. Les transcrits DMPK mutants sont 
épissés et polyadénylés, et mesurent 3 à 7kb en fonction des patients, puisque l’expansion de 
trinucléotides - qui rend compte de la longueur du transcrit - varie parmi les patients DM. Dans 
des myoblastes, les transcrits contenant les expansions de répétitions (CTG) ne sont pas exportés 
dans le cytoplasme, contrairement à l’ARN DMPK sauvage. Au lieu de cela, ils forment des foci 
stables parsemés dans le noyau (cf. figure III-1D). On pense que ces foci sont des lieux de 
séquestration de protéines de type « RNA-binding », qui lieraient les expansions CUG, et qui 
auraient un rôle dominant dans la pathologie de DM. Par exemple, les protéines MBNL lient les 
répétitions CUG in vitro et colocalisent avec les foci nucléaires de cellules DM (Fardaei et al., 
2002; Miller et al., 2000). Les protéines MBNL sont des facteurs d’épissage alternatif, et leur 
séquestration nucléaire pourrait être à l’origine des profils d’épissage aberrants participant à la 
pathologie. 
 
L’ARN DMPK mutant et l’ARN-CTN sont retenus dans le noyau, et cette propriété est corrélée 
avec un patron d’accumulation sous forme de foci. On peut peut-être élargir cette corrélation à 
Bsr : les dots nucléaires formés par l’ARN Bsr seraient la manifestation du fait qu’il soit retenu 
dans le noyau. Cependant, les dots Bsr ne colocalisent ni avec les foci DMPK, ni avec les foci 




2.2 Mécanismes de rétention nucléaire ?  
 
Les mécanismes de séquestration nucléaire des ARNs sont peu compris. Des indices sont 
disponibles pour les ARNs Xist, et pour les transcrits EBER1 et EBER2 (transcrits du virus 
d’Epstein-Barr, qui sont retenus dans le noyau). Dans les deux cas, il est proposé que la rétention 
nucléaire soit due à l’incapacité des ARNs à lier des facteurs d’export. Dans des lignées 
cellulaires immortalisées exprimant de manière stable un transgène Xist, TAP/NXF1, un facteur 
nécessaire à l’export de la plupart des ARNm, lie de très faibles quantités de Xist par rapport à 
des ARNm codants (Cohen and Panning, 2007). C’est l’exportine 5 que les ARNs EBER1 et 
EBER2 sont incapables de lier (Fok et al., 2006).  
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La rétention nucléaire de l’ARN-CTN et des transcrits DMPK mutants sont peut-être le résultat 
d’interactions avec des protéines qui auraient un rôle de séquestration. Ces protéines 
empêcheraient l’export des RNPs et donc des ARNs.   
 
- Le complexe protéique p54nrb serait responsable de la séquestration nucléaire d’ARNs 
hyperédités, dont l’ARN-CTN (Prasanth et al., 2005; Zhang and Carmichael, 2001). La 
protéine p54nrb a été isolée biochimiquement pour ses facultés à reconnaître et à lier 
préférentiellement les ARNs édités. Par une approche de microinjection dans des ovocytes 
de xénope, il a été montré que l’export d’ARNs édités est réduit en présence de p54nrb 
(Zhang and Carmichael, 2001). p54nrb localise dans les paraspeckles et est en complexe avec 
PSF (un autre composant des paraspeckles) et Matrin 3, initialement décrite comme une 
protéine structurale de la matrice nucléaire (Belgrader et al., 1991; Prasanth et al., 2005; 
Zhang and Carmichael, 2001). Zhang et al., propose un modèle dans lequel le composant 
p54nrb du complexe interagit avec les ARNs hyperédités. Ces ARNs sont alors piégés dans le 
complexe p54nrb–PSF-Matrin3 qui les ancre à la matrice nucléaire et empêche leur export 
dans le cytoplasme. 
 
- La protéine MBLN1 est le déterminant majeur de la formation et la maintenance des foci 
DMPK formés dans les cellules de patients DM. En effet, le knock down de MBLN1 par 
l’utilisation de siRNAs dans des myoblastes DM est suffisant pour abolir la majorité des foci 
formés par les transcrits DMPK mutants (Dansithong et al., 2005). Comme pour les foci 
ARN-CTN, il a été montré par biologie moléculaire et localisation in situ, que les foci 
DMPK mutant résistent à des expériences d’extraction et les auteurs proposent qu’ils sont 
associés à la matrice nucléaire (Davis et al., 1997).  
 
La question du rôle d’une éventuelle matrice nucléaire dans la rétention des ARNs sous forme de 
foci reste ouverte. Comme pour l’ARN-CTN et les transcrits DMPK mutants, Bsr reste associé à 
une fraction insoluble après des expériences d’extraction à haute concentration saline (cf. partie 3 
du chapitre 3 plus bas et la figure III-4 associée).  
 
Le mécanisme de rétention nucléaire de Bsr est totalement inconnu. Il serait intéressant de tester 
l’affinité de Bsr pour des protéines d’export nucléaires. Par analogie aux transcrits DMPK 
mutants et ARN-CTN qui forment des foci nucléoplasmiques, Bsr pourrait être associé à des 
facteurs de séquestration responsables de sa rétention dans le noyau sous forme de dots. Les 
facteurs protéiques impliqués seraient différents de p54nrb ou MBLN1 puisque Bsr ne localise 
avec aucune de ses protéines (Royo et al., 2007). Les dots nucléoplasmiques visualisés en ARN 
FISH représenteraient des particules RNPs contenant l’ARN retenu et des protéines impliquées 
dans la rétention. Au lieu de s’agréger en larges domaines nucléaires, ces complexes RNPs 
diffuseraient dans le nucléoplasme et seraient détectés sous forme de foci, qui pourraient 
représenter des RNPs uniques. Au jour d’aujourd’hui, on ne connaît aucun facteur protéique 
spécifique associé à l’ARN Bsr. Par ailleurs, il serait intéressant de tester quelles séquences de 
Bsr sont nécessaires à sa localisation nucléaire. Pour cela, on se placerait en contexte de 
transfection, et la localisation des ARNs transcrits à partir de constructions avec des séquences 

































Figure III-2 Xist et Bsr ont un profil d’ARN FISH ressemblant. A gauche: patron de l’ARN Xist (en vert) dans 
l’embryon femelle de souris pendant le développement pré-implantatoire par ARN FISH (Okamoto and Heard, 
2006). A droite: patron de l’ARN Bsr (en rouge) dans des neurones d’hypothalamus d’embryon de rat par ARN 
FISH (Royo et al., 2007).  
ARN Xist 
(Okamoto and Heard, 2006) 
ARN Bsr 




Le track Bsr reflète-t-il un phénomène de 
« coating » à l’origine de l’empreinte du 
locus ? 
   
 
 
Bsr et Xist sont deux gènes non-codants riches en répétitions dont l’expression 
monoallélique est soumise à des régulations d’ordre épigénétiques. Les deux gènes sont épissé et 
polyadénylés et ils sont détectés en ARN FISH au niveau de leur site de transcription sous la 
forme d’un signal étendu (cf. figure III-2). L’ARN Xist joue un rôle clef dans l’initiation de la 
mise en silence épigénétique des gènes du chromosome X. Un événement majeur dans ce 
processus est le « coating », phénomène au cours duquel le chromosome X inactif est enveloppé 
d’un nuage de transcrits Xist visualisé par ARN FISH sous la forme d’un track d’ARN sur le 
chromosome X (Brown et al., 1992; Clemson et al., 1998; Clemson et al., 1996). Suite au coating 
du chromosome X par les transcrits Xist, s’enclenche une cascade de réactions qui résulte en 
l’inactivation en cis des gènes portés par le X. Au locus Dlk1-Gtl2, des données génétiques chez 
la souris suggèrent qu’un ou plusieurs ARNs non-codants du locus soient impliqués dans 
l’empreinte (Lin et al., 2003). Par analogie avec Xist, nous avons posé l’hypothèse que le track 
de transcrits Bsr pourrait refléter un événement important dans la mise en silence allèle-
spécifique des gènes à expression paternelle du locus Dlk1-Gtl2 (Royo et al., 2007).  
A l’appui de cette hypothèse, nous montrons que deux autres ARNs apparentés à Bsr forment des 
structures de morphologie similaire à leur site de transcription respectif au locus soumis à 
l’empreinte Snurf-Snrpn. Il s’agit des transcrits épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG (cf. 
résultats, chapitre 2). Sans constituer une preuve en soi de l’implication de ces ARNs dans 
l’empreinte, ceci généralise le cas de transcrits de gènes soumis à l’empreinte qui s’accumulent 
près de leur site de transcription. 
 
L’empreinte du locus Dlk1-Gtl2 est conservée chez plusieurs mammifères supérieurs. On 
pourrait considérer le fait que Bsr soit spécifique du rat comme un contre-argument dans 
l’hypothèse d’une fonction de Bsr dans l’empreinte du locus. Le cas de l’ARN Air et de 
l’empreinte d’Igf2r montre que ce contre-argument n’est pas valable. En effet, de manière 
incontestable, le gène Air est requis pour la régulation de l’expression des gènes au locus 
Igf2r/Air chez la souris (Sleutels et al., 2002). Pourtant, chez l’opossum, alors que l’expression 
d’Igf2r est soumise à l’empreinte, l’ARN non-codant Air est notablement absent (Killian et al., 
2000; Weidman et al., 2006). Ceci suggère que les mécanismes régissant l’empreinte d’un locus 
homologue ont évolué différemment chez la souris et l’opossum. Par extension, le fait que Bsr 
n’ait pas d’homologues de séquence chez d’autres espèces que le rat n’élimine pas la possibilité 
qu’il joue un rôle dans la régulation de l’empreinte.  
 
Notre étude a cependant révélé des différences de comportement entre les ARNs Bsr (Royo et 
al., 2007) et Xist (Clemson et al., 1996). (i) Contrairement au cas de Xist, les ARNs Bsr ne sont 
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plus détectés en mitose. (ii) Les ARNs Bsr s’accumulent dans l’espace interchromatinien. A 
l’inverse, Xist est détecté sur un espace chromatinien très compact : le Barr body, domaine de 
chromatine hyper-condensée formé par le chromosome X inactif. (iii) Contrairement à Xist, les 
transcrits Bsr colocalisent avec les speckles. (iv) Le track Bsr disparaît après cinq heures de 
traitement à l’actinomycine D (inhibiteur de transcription) dans des REFs; ceci constitue une 
différence frappante avec Xist, dont l’accumulation au chromosome X est stable. Néanmoins, il 
semblerait que des tracks Bsr seraient encore détectés après cinq heures d’inhibition de la 
transcription dans des neurones (Basyuk, données non publiées). Nous nous penchons donc à 
présent sur ce type cellulaire.  
Compte tenu de ces différences, il est probable que le track formé par les transcrits Bsr ne soit 
pas le reflet d’un phénomène de coating. Pour directement confirmer ce sentiment, nous 
souhaiterions savoir si les transcrits Bsr recouvrent le domaine chromosomique Dlk1-Gtl2. Nos 
tentatives de détecter de larges portions chromosomiques avec des BACs, ou les territoires 








 Le titre de ce chapitre est aussi l’inexorable question posée immanquablement après 
chacun de mes séminaires. Quand on veut connaître la fonction d’un gène, l’approche classique 
consiste à invalider ce gène chez la souris. L’analyse des effets sur le développement et le 
comportement du modèle animal KO a de grandes chances d’éclaircir le rôle du gène d’intérêt. 
Le fait que Bsr soit spécifique du rat nous a rendu la tâche difficile puisque les outils de 
manipulation génétique disponibles chez la souris ne sont pas encore au point chez le rat. A 
défaut de KO, nous pensons maintenant à invalider Bsr par l’utilisation de LNA en modèle 
cellulaire. En effet, le knock down d’ARNs non-codants par des LNA est une technique qui a été 
récemment validée au laboratoire.  
En l’absence de ces résultats, la fonction de Bsr est totalement inconnue. Mes travaux ne l’ont 
pas élucidée, mais ils auront contribué à alimenter le débat en apportant des arguments pour ou 




1 Bsr est-il fonctionnel ou est-il simplement un vecteur de 
gènes de petits ARNs ?  
 
Il est légitime de considérer que l’ARN Bsr n’ait pas de fonction en lui-même. Par 
exemple, il pourrait simplement être le vecteur de RBII-36. Les ARNs Bsr épissés seraient les 
« restes » d’une transcription ayant pour seul but de générer les précurseurs des petits ARNs 
C/D. Si c’est le cas, le profil d’accumulation de Bsr dans le noyau peut s’expliquer simplement.  
- L’accumulation d’ARNs Bsr épissés au site de transcription serait simplement le résultat de 
l’épissage co-transcriptionnel (ou l’épissage ayant lieu immédiatement après transcription du 
gène et de manière localisée). En effet, l’image d’un track d’ARN au site de transcription de 
Bsr n’est pas inédite. Elle rappelle des structures précédemment décrites au site de 
transcription d’ARNs viraux de cellules infectées avec le virus d’Epstein-Barr (Dirks et al., 
1995; Lawrence et al., 1989; Melcak et al., 2000) ou le cytomégalovirus humain HCMV-IE 
(Dirks et al., 1995), ou d’ARNs de gènes endogènes, comme la fibronectine (Xing et al., 
1993) et le collagène (Xing et al., 1995).  
- Les foci nucléoplasmiques de Bsr épissés détectés par FISH représenteraient des molécules 
en cours de dégradation.  
 
Dans cette hypothèse, on s’attend à ce que ces transcrits aient une durée de vie très limitée. C’est 
le cas par exemple des gènes non-codants UHG (U22 host gène) et gas5 (Growth arrest-specific 
transcript 5). UHG et gas5 sont épissés et polyadénylés et contiennent plusieurs petits ARNs C/D 
dans leurs introns. Les formes épissées des deux gènes sont très instables en conditions normales 
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(Coccia et al., 1992; Smith and Steitz, 1998; Tycowski et al., 1996). A l’inverse, nous avons 
montré que Bsr est détecté par FISH après cinq heures d’inhibition de la transcription, dans 25% 
des cellules. De plus, contrairement à gas5 et UHG, Bsr ne s’accumule pas en réponse à des 
traitements qui inhibent la traduction dans les cellules, suggérant que gas5 et UHG, mais pas Bsr, 
sont pris en charge par le non-sense mediated decay ou NMD (le NMD est une voie de 
dégradation des transcrits « aberrants » qui ont intégré des codons stops par erreur dans leur 
phase ouverte de lecture ; quelques cas d’ARNm classiques sont aussi dégradés par cette voix ; le 
comportement typique d’un transcrit dégradé par le NMD est d’être stabilisé après traitement par 
des inhibiteurs de traduction, qui sont aussi des inhibiteurs du NMD). En résumé, la stabilité 
relative de Bsr, ainsi que son comportement face aux inhibiteurs de traduction, nous laissent 




2 Un rôle de Bsr en relation avec les granules de stress ?   
 
Les granules de stress se forment dans le cytoplasme des cellules de mammifères suite à 
différents stress comme une exposition prolongée à la chaleur, l’hypoxie ou les radiations UV 
(pour une revue, cf. (Anderson and Kedersha, 2006)). En modèle cellulaire, l’apparition des 
granules de stress est induite par un traitement à l’arsénite. En réponse au stress, les cellules 
modifient le programme traductionnel de leurs ARNm afin d’engager les réparations des 
dommages causés par le stress et à s’adapter à leur nouvelle condition. Ceci implique la mise en 
suspens de la traduction des « protéines de ménage », au profit d’une traduction privilégiée des 
chaperonnes et enzymes de réparation. Durant ce processus, certains ARNm sont spécifiquement 
recrutés dans les granules de stress. Les granules de stress seraient des « centres de tri » qui 
redirigeraient ces ARNm vers la ré-initiation traductionnelle, la dégradation ou le stock. 
Les granules de stress sont des compartiments intimement liés à la traduction. Le composant 
cœur des granules de stress sont les particules 48S, qui contiennent la sous-unité 40S (mais pas 
60S) du ribosome et des facteurs d’initiation de la traduction. Les granules de stress contiennent 
aussi d’autres facteurs de la machinerie de traduction, ainsi que des facteurs impliqués dans la 
stabilité et le métabolisme des ARNs et des protéines « RNA-binding ». En ce sens, notre 
découverte que Bsr soit associé aux granules de stress est inattendue. En effet, c’est le premier 
cas d’ARN non-codant reporté dans les granules de stress. Ceci nous a amenés à postuler que Bsr 
pourrait jouer un rôle dans la fonction ou l’organisation des granules de stress (Royo et al., 
2007). Cette hypothèse est inspirée du cas d’autres ARNs non-codants, transcrits à partir des 
régions hétérochromatiques de type satellite III, qui jouent un rôle dans la compartimentalisation 




3 Bsr : un rôle structural ?   
 
Ce qui différencie par-dessus tout Bsr, mais aussi les ARNs RBII-85-HG et RBII-52-HG 
des autres ARN messagers like, ce sont les tracks spectaculaires au site de transcription. Dans 
des fibroblastes embryonnaires, le track Bsr s’étend en moyenne sur 7µm de long. Il peut 
mesurer jusqu’à 13µm et occuper un treizième de l’aire totale du noyau. Bsr remplit littéralement 
























Figure III-3 Bsr remplit les zones faiblement marquées en DAPI. ARN FISH sur les ARNs Bsr épissés dans des 
REFs. Le track formé par les transcrits Bsr épissés au site de transcription est systématiquement localisé dans des 
zones faiblement marquées en DAPI. Ces zones sont délimitées par des pointillés rouges (panneaux de droite); elles 
correspondent à l’espace interchromatinien, d’après un marquage avec l’histone H3-GFP (Royo et al., 2007).   
DAPI Bsr-épissé 
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phénomène dans des cellules dont l’ADN est coloré au DAPI : le track remplit les zones 
faiblement marquées en DAPI (cf. figure III-3 et (Royo et al., 2007)). Ceci peut être interprété de 
deux façons différentes. Du premier point de vue, les ARNs épissés relargués du site de 
transcription se déversent à proximité, c’est-à-dire dans l’espace interchromatinien, et 
remplissent l’espace disponible. D’un point de vue plus spéculatif, on peut imaginer que les 
ARNs eux-mêmes, avec l’aide de facteurs associés, constituent une contrainte structurale qui 
détermine l’espace interchromatinien. En ce sens, les ARNs Bsr restent associés avec la fraction 
insoluble du noyau après des expériences d’extraction à haute concentration saline ou de 
« préparation de halo » (Weber et al., 2003) (cf. figure III-4). De tels traitements sont connus 
pour éliminer les boucles d’ADN d’un squelette nucléaire résiduel dépourvu d’histones et 
d’autres protéines solubles. Ces résultats, en conjonction avec une abondance et une localisation 
nucléaires uniques, suggèrent que Bsr pourrait avoir un rôle structural dans l’architecture du 
noyau.  
 
Par exemple, dans l’hypothèse d’une implication de Bsr dans la régulation épigénétique des 
gènes de son locus, Bsr pourrait être à l’origine de la formation d’un microenvironnement 
nucléaire défavorable à l’expression des gènes paternels au voisinage de l’allèle maternel. Une 
fonction apparentée est assignée à l’ARN Xist. Pendant la différenciation précoce des cellules 
ES, l’ARN Xist recouvre le chromosome X choisi pour être inactivé lors du « coating ». Ce 
phénomène est suivi de près par l’exclusion de la machinerie de l’ARN polymérase II du 
domaine formé par Xist, d’après des résultats d’immunofluorescence. Il en résulte 
l’établissement d’un sous-compartiment nucléaire transcriptionnellement répressif dans lequel 
les gènes du chromosome X sont internalisés et mis en silence (Chaumeil et al., 2006). Par 
analogie, le track formé par les ARNs Bsr – ainsi que celui formé par les transcrits RBII-85-HG 
et RBII-52-HG au locus Snurf-Snrpn – pourrait être associé avec la mise en place d’un 
« domaine Bsr » - et « domaine RBII-85-HG » et « domaine RBII-52-HG » - dans lequel des 
facteurs seraient recrutés ou exclus. Un positionnement précis des gènes maternels et paternels 
au sein du domaine résulterait en l’expression allèle-spécifique des gènes du locus. Ceci est 
vérifié pour le gène Bsr, qui occupe une position bien définie par rapport au domaine : le gène 
détecté par ADN FISH est localisé exactement en périphérie du domaine Bsr - à une extrémité du 
track dans 80% des cas (Royo et al., 2007). La position préférentielle occupée par le gène par 
rapport au track est encore plus frappante dans le cas des RBII-85-HG et RBII-52-HG : les 
domaines RBII-85-HG et RBII-52-HG sont toujours adjacents mais ne colocalisent jamais, et les 
gènes sont situés au point de contact entre les deux tracks (cf. partie Résultats – chapitre 2). 
Néanmoins, cette position spécifique du gène par rapport aux signaux ARN peut être interprétée 
très simplement par une organisation de type « track » (cf. section Résultats et figure II-1B). Il 
serait donc intéressant de connaître la position des autres gènes des loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn 
par rapport au domaine formé par Bsr, et RBII-85-HG et RBII-52-HG respectivement.   
 
Les rôles évoqués dans ce chapitre pour Bsr dans l’organisation d’un domaine nucléaire sont 
totalement hypothétiques, et en l’absence de facteurs protéiques identifiés, ils restent de l’ordre 

































Figure III-4 Les transcrits épissés Bsr sont associés à la fraction insoluble du noyau après extraction à haute 
concentration saline. (Royo H et Cavaillé J, résultats non publiés). A gauche: aspect du “halo” en DAPI après 
extraction à 2M NaCl sur des REFs. Au milieu: aspect du DAPI après extraction et ARN FISH. A droite: ARN 
FISH avec une sonde Bsr-épissé. Le patron de Bsr après préparation du halo est quasiment inchangé. NB: l’aspect 
du DAPI change après le FISH (comparer l’aspect de deux cellules différentes avant (avant) et après (après) ARN 
FISH). Barre: 5µm.   
Préparation de “halo” nucléaire : les cellules sont incubées dans (100mM NaCl, 0.3M sucrose, 3mM MgCl2, 10mM 
Tris pH 7.4, 0.5% triton) sur la glace pendant 5 minutes, puis extraites (20mM Tris pH 7.4, 2M NaCl, 10mM EDTA, 
0.125mM spermidine) sur glace pendant 5 minutes comme décrit dans (Weber et al., 2003).  








 Dans ce dernier chapitre, j’expose trois projets de recherche que j’ai entrepris au 
laboratoire. Le premier axe de recherche fait suite à mes travaux récemment publiés dans (Royo 
et al., 2007); il utilise le système d’imagerie développé dans cette publication pour appréhender 
la question de l’assemblage des particules RNP à boîtes C et D.  Le deuxième projet est la suite 
logique de mes observations récentes sur les transcrits non-codants du locus Snurf-Snrpn (cf. 
section Résultats-chapitre 2). Je propose essentiellement de tester si les propriétés décrites pour 
Bsr (cf. section Résultats -chapitre 2 et (Royo et al., 2007)) sont partagées avec RBII-85-HG et 
RBII-52-HG. Le projet 3 est basé sur des observations plus préliminaires et est plus spéculatif. 
Chacun de ces projets peut être lu indépendamment, ceci afin de permettre au lecteur occasionnel 
la lecture et la compréhension de ces projets. Merci donc d’excuser les redondances, en 


















Figure III-5 Modèle d’assemblage des protéines de la particule H/ACA sur le petit ARN H/ACA intronique. 
D’après (Kiss et al., 2005). L’assemblage de la particule H/ACA est initiée co-transcriptionnellement. La protéine 
Naf1 favorise le recrutement co-transcriptionnel du trimère Nap57(Dys)-Nop10-Nhp2 sur le petit ARN H/ACA 
naissant, en formant des interactions spécifiques avec à la fois la queue CTD de la polII (RNAP II) et Nap57. Naf1 
est libéré du complexe après relargage des transcrits naissants du site de transcription, et est remplacé par Gar1. 
L’étape d’intégration de Gar1 à la particule est incertaine.  
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Projet de recherche numéro 1_ 




1 Introduction au projet de recherche 
 
J’ai développé pendant ma thèse un système permettant de visualiser le site de transcription 
de trois petits ARNs C/D endogènes (RBII-36, RBII-85 et RBII-52) à l’échelle du noyau unique. 
Le projet présenté ici utilise ces petits ARNs comme modèle pour l’étude de l’assemblage des 
particules à ARN C/D introniques chez les mammifères. L’introduction qui suit est focalisée sur 
les particules introniques des eucaryotes supérieurs.  
 
 
1.1 Les particules C/D et H/ACA: généralités 
 
Les particules ribonucléoprotéiques (RNPs) C/D et H/ACA sont essentielles à la biogenèse 
des ribosomes et à l’épissage des ARNm (cf. (Kiss et al., 2006) pour une revue). Ces particules 
guident des modifications chimiques sur les pré-ARNr et les snARNs de la machinerie de 
l’épissage. Les RNPs C/D et H/ACA contiennent un ARN de type C/D ou H/ACA et quatre 
protéines cœur. Chez les mammifères, la plupart des ARNs C/D et H/ACA se trouvent dans des 
introns de gènes. Aussi sont-ils maturés après la transcription et l’épissage de leur gène hôte. Le 
rôle de l’ARN C/D ou H/ACA au sein de la particule RNP est de guider la modification 
chimique sur l’ARN cible: par un jeu de complémentarité de séquence partagée avec la cible, ils 
dirigent la réaction vers un nucléotide occupant une place précise au sein du duplex [petit ARN – 
ARN cible]. Les ARNs C/D et H/ACA sont exclusivement nucléaires: on les trouve dans les 
nucléoles, et dans les Cajal bodies pour certains, qui sont les sites ou les modifications chimiques 
prennent place. Les complexes RNPs C/D et H/ACA contiennent un jeu commun de protéines: 
NHPX, la Fibrillarine, Nop56 et Nop58 pour les particules C/D, et Nap57, Nhp2, Nop10 et Gar1 
pour les particules H/ACA. L’assemblage de ces protéines sur les petits ARNs C/D et H/ACA 
introniques est mal compris. On sait que toutes les protéines cœur sont assemblées sur le petit 
ARN aux sites où fonctionne la particule, c’est-à-dire dans les nucléoles et les Cajal bodies, mais 
le lieu et l’ordre d’association sont encore mal définis.  
 
 
1.2 L’assemblage des pré-RNPs H/ACA est initié au site de transcription  
 
Un modèle d’assemblage de la particule H/ACA a été élaboré récemment (figure III-5) 
grâce à des travaux réalisés dans le laboratoire américain de Thomas Meier et au LBME dans 
l’équipe de Tamas Kiss et celle de Michèle Ferrer et Yves Henry.  
Dans un contexte de transfection transitoire, le précurseur d’un ARN H/ACA, c’est-à-dire le pré-
ARNm hôte non-épissé est immunoprécipité par Nap57, ce qui montre que la particule H/ACA 
est pré-assemblée précocement, avant la maturation complète du petit ARN (Richard et al., 
2006). Des résultats d’immunoprécipitation de chromatine et de localisation in situ montrent 
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qu’en effet, les protéines Nap57, Nop10 et Nhp2 (mais pas Gar1) sont dans l’environnement 
direct du transcrit H/ACA en cours de synthèse (Darzacq et al., 2006).  
La formation de la particule H/ACA est étroitement liée à la transcription du gène hôte par la 
polymérase II. En système artificiel, les ARNs H/ACA transcrits par la polI ou polIII sont mal 
matures et ont un profil d’accumulation nucléaire aberrant (Richard et al., 2006). Ceci suggère 
que des facteurs associés à la machinerie de transcription polII favorisent la formation de la 
particule H/ACA et permettent la maturation du petit ARN. Le facteur d’assemblage Naf1 
semble faire le lien entre le processus de transcription polII et celui de maturation de l’ARN C/D. 
D’une part, la protéine Naf1 de levure interagit avec le domaine carboxy-terminal (CTD) de la 
grande sous-unité de l’ARN polymérase II et co-purifie avec des facteurs de la machinerie polII 
(Fatica et al., 2002; Ho et al., 2002; Ito et al., 2001; Yang et al., 2005). D’autre part, Naf1 est 
requis pour l’accumulation des petits ARNs H/ACA, elle est recrutée au niveau de leurs sites 
actifs de transcription, et elle lie Nap57 de manière privilégiée (Darzacq et al., 2006; Hoareau-
Aveilla et al., 2006; Kittur et al., 2006). Dans la première étape d’assemblage de la particule 
H/ACA, il est proposé que Naf1, liée à la CTD de la polII, est présente sur les transcrits naissants 
d’ARNs H/ACA et facilite la formation de la particule. In vitro, Nap57, Nhp2 et Nop10 forment 
un trimère capable de lier spécifiquement un petit ARN H/ACA (Wang and Meier, 2004). De 
manière hypothétique, des complexes Nap57-Nop10-Nhp2 sont préformés dans le cytoplasme, 
lient Naf1 et sont ainsi ciblés en l’état aux sites de transcription des ARNs H/ACA. La dernière 
étape d’assemblage de la particule H/ACA est l’intégration de Gar1. Nap57 lie Gar1 et Naf1 de 
manière compétitive in vitro (Darzacq et al., 2006). Il a donc été suggéré qu’après libération des 
transcrits naissants du site de transcription, Naf1 se détache du complexe, ce qui permet 
l’intégration de Gar1 à la RNP. Cet événement rendrait la particule active (cf. figure III-5).  
 
 
1.3 L’assemblage des pré-RNPs C/D est initiée au moment de l’épissage du 
gène hôte 
 
On sait depuis plusieurs années grâce à des études d’assemblage de la RNP dans des 
extraits nucléaires, que c’est NHPX qui se lie en premier à l’ARN C/D, et que cette liaison est 
essentielle au recrutement de Nop56, Nop58 et de la Fibrillarine (Watkins et al., 2002). 
Cependant, aucune étude de localisation in situ de la dynamique d’assemblage n’a été réalisée, et 
donc les compartiments nucléaires dans lesquels la particule C/D se pré-forme restent à 
déterminer. Néanmoins, des données biochimiques penchent pour une initiation plus tardive 
(couplée à l’épissage) de la particule C/D par rapport à sa jumelle H/ACA.  
Une analyse des données de séquences génomiques montre que les ARNs C/D occupent une 
position bien définie au sein des introns qui les abritent (Hirose and Steitz, 2001). En fait, une 
distance de 50 nucléotides du point de branchement est requise pour la maturation optimale d’un 
ARN C/D, et quand la séquence de l’ARN C/D est rapprochée ou éloignée artificiellement du 
point de branchement, le petit ARN est mal maturé (Hirose and Steitz, 2001). Ceci suggère que 
la maturation des ARNs C/D est étroitement liée à l’épissage de leur gène hôte, phénomène 
propre aux particules C/D puisque cette règle ne s’applique pas aux petits ARNs H/ACA 
(Richard et al., 2006). L’équipe de Joan Steitz a développé un système permettant d’étudier de 
manière couplée la maturation d’un ARN C/D intronique et l’épissage de son gène hôte dans des 
extraits nucléaires de cellules HeLa et a montré que l’épissage actif du gène hôte est nécessaire à 
l’assemblage de la particule C/D (Hirose et al., 2003). Des expériences de blocage de l’épissage 
ont montré que les protéines de la particule C/D, du moins NHPX et la Fibrillarine s’associent à 
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l’ARN C/D précurseur au stade C1 de l’épissage (le complexe C1 correspond aux produits de la 
première réaction catalytique, c’est-à-dire quand l’intron est encore lié à son exon en 5’; les 
snARNs U2, U5 et U6 sont alors présents sur l’intermédiaire d’épissage) (Hirose et al., 2003). 
IBP160 ferait le lien entre la biogenèse des RNP C/D introniques et l’épissage. D’une part, 
IBP160 est un facteur général de la machinerie d’épissage du stade C1; il se lie aux introns des 
pré-ARNm au stade C1, qu’ils contiennent ou non des petits ARNs (Hirose et al., 2006). D’autre 
part, la déplétion d’IBP160 par ARNi empêche la maturation des petits ARNs C/D (Hirose et al., 
2006). IBP160 ne semble pas associé aux protéines cœur de la RNP C/D ; il est donc proposé 
qu’IBP160 ne recrute pas directement les protéines de la particule C/D, mais qu’il aide la 
formation de la RNP sur le petit ARN C/D dans l’intron en cours d’épissage au stade C1 (Hirose 
et al., 2006).  
 
 
1.4 Rôle potentiel des Cajal bodies dans l’assemblage des RNPs C/D et H/ACA 
 
Les Cajal bodies sont des compartiments nucléaires dynamiques impliqués en particulier 
dans les modifications post-transcriptionnelles des petits ARNs du spliceosome. Il est possible 
qu’une étape de la biogenèse des particules C/D et H/ACA ait lieu dans les Cajal bodies. En 
effet, les Cajal bodies contiennent des ARNs C/D et H/ACA en contexte endogène ou de 
surexpression (Darzacq et al., 2002; Richard et al., 2003; Samarsky et al., 1998). Les protéines 
cœur des particules C/D et H/ACA sont également présentes dans les Cajal bodies, en particulier 
NHPX, la Fibrillarine, Nop56 et Nop58 (Raska et al., 1990; Verheggen et al., 2002), Nap57 et 
Gar1 (Meier and Blobel, 1994; Narayanan et al., 1999a). La présence des composants des 
particules C/D et H/ACA dans les Cajal bodies suggère un rôle de ces organelles dans 
l’assemblage des particules.  
Il a été propose que la dernière étape dans l’assemblage de la particule H/ACA, à savoir le 
remplacement de Naf1 par Gar1, pourrait se dérouler dans les Cajal bodies (Darzacq et al., 
2006). En ce qui concerne les RNPs C/D, l’implication des Cajal bodies dans leur biogenèse est 
suggérée par des expériences d’injection d’ARNs C/D fluorescents dans des ovocytes de xénope. 
Les ARNs C/D passent par les Cajal bodies avant d’aller s’accumuler dans les nucléoles 
(Narayanan et al., 1999b). Un autre argument provient de données sur la particule C/D U3. U3 
est un petit ARN à boîtes C et D qui diffère de la famille des ARNs C/D introniques par le fait 
notamment qu’il soit transcrit indépendamment et qu’il subisse des maturations post-
transcriptionnelles qui lui sont propres. La particule U3 contient des protéines spécifiques mais 
aussi les protéines cœur NHPX, la Fibrillarine, Nop56 et Nop58. Dans des cellules HeLa, à la 
fois des précurseurs et la forme mature d’un ARN U3 exogène sont présents dans les Cajal 
bodies, ainsi que les quatre protéines cœur, suggérant que l’assemblage de la RNP se déroule – 




2 Problématique  
 
L’assemblage de la particule C/D est moins bien connue que celui des particules H/ACA. 
La formation de la pré-RNP C/D serait initiée avec NHPX (Watkins et al., 2002) qui lie le petit 
ARN dans l’intron en cours d’épissage (stade C1) (Hirose et al., 2003). La Fibrillarine 












Figure III-6 Détection des précurseurs de l’ARN C/D RBII-36 au site de transcription et des formes matures 
dans les nucléoles. (Royo H, résultats non publiés). A : Signaux obtenus par ARN FISH avec les sondes RBII-36-
CY3 (rouge) et Bsr-Intron-Oregon Green (vert) au site de transcription dans des REFs. Au site de transcription, les 
deux types de signaux colocalisent parfaitement: les espèces d’ARN détectées contiennent à la fois la séquence du 
petit ARN mature (détectée avec la sonde RBII-36) et les séquences introniques environnantes (détectées avec la 
sonde Bsr-intron): il s’agit des précurseurs de RBII-36. La morphologie du site de transcription est caractéristique. 
La plupart des ARNs sont localisés massivement à un endroit (ST), et des signaux plus ponctués sont détectés dans 
l’environnement immédiat du site de transcription (flèches). B : ARN FISH dans des neurones hypothalamiques 
d’embryon de rat. Haut: La sonde “RBII-36” détecte à la fois les précuseurs de RBII-36 au site de transcription (ST) 
et RBII-36 mature dans les nucléoles (No). La différence entre les deux espèces d’ARN est faite grâce à l’utilisation 
de la sonde “intron”, qui ne détecte que les précurseurs et pas les formes matures. Bas: Les sondes RBII-85-A488 
(vert) et RBII-52-CY3 (rouge) détectent les petits ARNs RBII-85 et RBII-52 matures dans les nucléoles ainsi que les 
précurseurs au site de transcription. La sonde 18S-ITS1-CY5 (bleu) est utilisée comme marqueur du nucléole. ST: 
site de transcription; No: nucléole. La flèche blanche montre un Cajal Body, compartiment dans lequel RBII-52 et 











et Nop58 restent à déterminer. Bien que ce modèle soit informatif sur la hiérarchie d’assemblage 
des protéines cœur sur le petit ARN C/D, il est basé uniquement sur des études biochimiques in 
vitro et il n’intègre pas le contexte nucléaire de la formation de la particule. La possibilité d’une 




3 Objectifs du projet de recherche 
 
Dans le projet présenté plus bas, je m’intéresse aux étapes précoces de la formation de la 
particule C/D. Pour cela, je mets à profit un système d’étude me permettant de visualiser les sites 
de transcription et d’épissage de petits ARNs C/D par imagerie cellulaire et en contexte 
endogène. Je teste d’abord l’hypothèse d’une étape de maturation de la particule C/D dans les 
Cajal bodies en localisant de manière simultanée les Cajal bodies et les précurseurs et formes 
matures des ARNs C/D. D’autre part, l’assemblage de la RNP C/D étant couplée à l’épissage, on 
peut s’attendre à visualiser les protéines cœur, peut-être au moins NHPX, au site où l’épissage a 
lieu, c’est-à-dire le site de transcription (l’épissage est majoritairement co-transcriptionnel chez 
les mammifères). Je teste si cette prédiction est vérifiée aux sites de transcription de RBII-36, 




4 Résultats  
 
4.1 Les précurseurs des ARNs C/D sont détectés au site de transcription 
uniquement, alors que les formes matures sont détectées dans les nucléoles et 
éventuellement les Cajal Bodies 
 
Les ARNs C/D de cette étude sont ceux trouvés aux loci Dlk1/Gtl2 et PWS soumis à 
l’empreinte génomique parentale: RBII-36, RBII-85 et RBII-52 (passés en revue dans (Royo et 
al., 2006)). Tous sont situés dans des introns de gènes qui sont longs, répétés, non-codants, et 
soumis à l’empreinte génomique parentale. Nous avons choisi ces ARNs C/D parce qu’ils sont 
répétés en tandem à raison de plusieurs dizaines de copies et que ceci augmente nos chances de 
détecter leur site de transcription. Nous sommes en mesure de détecter par ARN FISH dans des 
fibroblastes embryonnaires ou dans des neurones d’hypothallamus embryonnaire de rat les 
précurseurs de RBII-36, RBII-85 et RBII-52 à leur site de transcription ainsi que les petits ARNs 
matures dans les nucléoles et éventuellement dans les Cajal bodies (cf. figure III-6, figure III-7 et 
(Royo et al., 2007)). On n’attend qu’un site de transcription pour chacun de ces gènes car ils sont 
à expression monoallélique (voir (Royo et al., 2007; Royo et al., 2006)).  
Afin de différencier les précurseurs des formes matures d’un petit ARN, RBII-36 par exemple, 
nous utilisons deux types de sondes: une sonde “RBII-36” dirigée contre la séquence du petit 
ARN et une sonde “Bsr-intron” spécifique du précurseur de RBII-36 (cette sonde détecte l’intron 
qui flanque RBII-36). Ainsi, les espèces ARNs détectées par les deux sondes à la fois sont des 
précurseurs de RBII-36; les ARNs détectés par la sonde “RBII-36” mais pas par la sonde “Bsr 
intron” sont les petits ARNs RBII-36 matures. Par FISH, dans des fibroblastes ou des neurones 
































Figure III-7 Le site de transcription de RBII-36 est accolé a un Cajal body dans 22% des noyaux. (Royo H, 
résultats non publiés). Un ARN FISH avec une sonde RBII-36-CY3 (rouge) combiné à une imunofluorescence 
contre la coiline (vert), qui marque les Cajal bodies, est réalisé sur des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat. 
Le site de transcription est souvent adjacent à un Cajal body. On remarquera qu’aucun signal RBII-36 n’est détecté 
dans les Cajal bodies. Barre: 5µm.  
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sous forme de track, c’est-à-dire un signal de forme allongée, et dans son environnement 
immédiat sous forme de signaux ponctués. Aucun précurseur de RBII-36 n’est détecté dans les 
nucléoles ou les Cajal bodies. En dehors du site de transcription, nous sommes incapables de 
visualiser des précurseurs de RBII-36 dans le nucléoplasme, si ce n’est dans le prolongement du 
track dans l’environnement très immédiat du site de transcription (figure III-6). La forme mature 
de RBII-36 est présente dans les nucléoles, mais pas dans les Cajal bodies (cf. figure III-6 et III-
7). Concernant les petits ARNs RBII-52 et RBII-85, les précurseurs sont présents au site de 
transcription, et les formes matures sont détectées dans les nucléoles et les Cajal bodies. En bref, 
nous avons un système d’étude nous permettant de visualiser de manière simultanée, et pour trois 
ARNs C/D endogènes (i) le site de transcription (ii) les sites fonctionnels, à savoir les nucléoles 
et les Cajal bodies.   
 
 
4.2 Le site de transcription de RBII-36 est accolé à un Cajal body dans 22% des 
cellules 
 
Afin de tester l’hypothèse de la participation des Cajal bodies dans l’assemblage de la 
particule C/D, nous avons réalisé en parallèle des immunofluorescences avec un anticorps anti-
coiline qui révèle les Cajal bodies, et un ARN FISH contre RBII-36 dans des neurones 
d’hypothalamus. La plupart des neurones contiennent typiquement un ou deux Cajal bodies au 
maximum par noyau. Les Cajal bodies et les sites de transcription de RBII-36 ne se superposent 
jamais. Par contre, dans 22% des cas, le site de transcription est accolé à un Cajal body (cf. 
figure III-7). Afin de confirmer ces résultats, j’ai effectué cette analyse dans un autre type 
cellulaire: les fibroblastes embryonnaires de rat. Dans ces cellules, les Cajal bodies ne sont pas 
détectés en contexte endogène, mais ils sont visibles après transfection avec un vecteur Coiline-
GFP. J’observe alors que 22 à 27% des sites de transcription de RBII-36 sont à côté d’un Cajal 
body (parmi les cellules qui ont à la fois un site de transcription et au moins un Cajal body). 
Dans deux types cellulaires distincts, une association a lieu entre le site de transcription de RBII-




4.3 Les protéines cœur de la particule C/D ne sont pas détectées aux sites de 
transcription des petits ARNs C/D RBII-36, RBII-85 et RBII-52 
 
Pour tester quelles protéines sont associées avec les ARNs C/D naissants, des expériences 
d’immunofluorescence sur les protéines cœur endogènes des particules C/D couplées au FISH 
sur les ARNs C/D ont été réalisées. Toutes les protéines cœur testées sont visualisées dans les 
nucléoles avec leur aspect granulaire caractéristique. L’inspection minutieuse et systématique 
des sites de transcription des trois ARNs C/D n’a permis de révéler la présence d’aucune d’entre 
elles aux sites de transcription (cf. figure III-8A). Ces résultats montrent que les protéines cœur 
de la particule C/D ne s’associent pas au petit ARN au site de transcription. Cette observation est 
étonnante au vu de la bibliographie qui présage une association de NHPX et la Fibrillarine au 
moment de l’épissage. Nous les avons confirmés en contexte de surexpression des protéines 
étiquetées GFP ou YFP. Ces expériences ont été menées dans des REFs qui sont plus faciles à 
transfecter que des neurones; l’analyse se limite au site de transcription de RBII-36 dans ce type 




















Figure III-8 Les protéines NHPX, la Fibrillarine, Nop56 et Nop58 ne sont pas présentes aux sites de 
transcription de RBII-36 et de RBII-85/RBII-52. (Royo H, résultats non publiés). A : Des immunofluorescences 
(en vert) anti-fibrillarine, anti-NHPX et anti-Nop58 sont réalisées dans des neurones d’hypothalamus d’embryons de 
rat en combinaison avec un ARN FISH (en rouge) détectant le site de transcription de RBII-36 (sonde RBII-36-
CY3) ou celui de RBII-85 et RBII-52 (sonde spliced A-exon-CY3). B : ARN FISH RBII-36-CY3 (rouge) réalisé sur 
des REFs transfectés avec des constructions Fibrillarine-GFP, NHPX-GFP et Nop56-YFP (vert). Un zoom sur les 






GFP, la Fibrillarine-GFP et Nop56-YFP localisent dans les nucléoles. Aucun signal GFP n’est 
détecté au site de transcription de RBII-36 (cf. figure III-8B). Donc, aucune des protéines cœur 
ne sont détectées au site de transcription du petit ARN C/D.  
Nous souhaitons maintenant confirmer par une autre méthode que ni NHPX, ni la Fibrillarine ne 
sont recrutées au site de transcription de l’ARN C/D. Nous sommes en train de réaliser des 
immunoprécipitations de chromatine (ChIP) dans des fibroblastes embryonnaires transfectés 
avec les constructions étiquetées GFP. Par PCR quantitative, la présence de fragments d’ADN du 
gène RBII-36 dans l’input et dans la chromatine immunoprécipitée par un anticorps anti-GFP est 
testée. L’association du gène avec le contrôle positif H2B-GFP est vérifiée de manière 
systématique. Nos premiers résultats montrent que ni NHPX-GFP ni la Fibrillarine-GFP ne 
précipitent le fragment d’ADN correspondent au gène RBII-36 (Vitali P., communication 
personnelle). Ces résultats confirment nos données de localisation en fluorescence.  
 
 
4.4 NHPX et la Fibrillarine interagissent avec la forme non-épissée du transcrit 
hôte qui héberge le petit ARN C/D 
 
Nous avons ensuite voulu savoir si des formes précurseur du petit ARN C/D étaient déjà 
associées à NHPX et la Fibrillarine. Des expériences d’immunoprécipitations avec des anticorps 
dirigés contre les protéines endogènes ont été réalisées sur des extraits de cerveau et sur des 
REFs. La présence de l’ARN RBII-36 mature et celle de ses ARNs précurseurs (RBII-36 flanqué 
de séquences introniques) ont été testées par protection aux RNases A et T1 dans les Input et les 
Précipités. Alors que le petit ARN mature est immunoprécipité par NHPX et la Fibrillarine 
endogènes, aucune séquence intronique du pré-petit ARN n’a été détectée. Néanmoins, la 
protection aux RNases n’est pas la méthode la plus sensible et j’aimerais à présent renouveler ces 
expériences en testant la présence de précurseurs de RBII-36 dans les immunoprécipités par RT-
PCR avec des amorces spécifiques de la forme non-épissée du transcrit hôte de RBII-36.  
Afin d’augmenter encore la sensibilité de notre approche, nous nous plaçons maintenant en 
contexte de surexpression des protéines. Des fibroblastes embryonnaires de rat sont transfectés 
de manière transitoire avec NHPX-GFP et la Fibrillarine-GFP. Des anticorps anti-GFP sont 
utilisés en immunoprécipitation et c’est par RT-PCR quantitative que nous recherchons la 
présence du transcrit non-épissé hôte de RBII-36. La précipitation de petits ARNs C/D matures 
endogènes est réalisée de manière systématique. Nos premiers résultats par RT-PCR indiquent 
que l’anticorps anti-GFP précipite RBII-36 ainsi que son précurseur ARN dans les extraits de 
cellules transfectées avec NHPX-GFP ou avec la Fibrillarine-GFP. Bien que nous soyons en 
attente de la confirmation de ces résultats, ces données montrent que NHPX et la Fibrillarine se 
lient de manière précoce au précurseur non épissé contenant le petit ARN C/D intronique (Vitali 




5 Discussion  
 
Nous présentons un système étude qui permet de visualiser trois sites de transcription 
d’ARNs C/D dans un contexte endogène et à l’échelle de la cellule unique. A ma connaissance, 
c’est le premier système décrit permettant l’étude de l’assemblage des particules C/D introniques 
sur un locus endogène. Basé sur des expériences d’immunolocalisation, nous concluons 
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qu’aucune protéine cœur des particules C/D n’est présente à proximité du site de transcription 
des petits ARNs C/D. Les résultats ont été confirmés en contexte de surexpression des protéines 
cœur et par ChIP. Nos conclusions soulignent une différence frappante entre la biosynthèse des 
particules de type H/ACA et C/D. Pour les RNP H/ACA, trois des quatre protéines cœur, à 
savoir Nap57, Nhp2 et Nop10 sont localisées à proximité du site de transcription du petit ARN 
(Darzacq et al., 2006).  
 
Notre étude montre aussi que NHPX et la Fibrillarine lient les formes précurseurs du petit ARN 
C/D, montrant que NHPX et la Fibrillarine se lient précocement au petit ARN lors de la 
formation de la particule C/D. Ceci est en accord avec les résultats de l’équipe de Joan Steitz, qui 
montrent que NHPX et la Fibrillarine lient la forme non-épissée du transcrit hôte du petit ARN 
C/D U75 in vitro.  
 
Nos données vont dans le sens d’un assemblage « plus tardif » pour les particules C/D que pour 
les RNPs H/ACA. Conceptuellement, ceci irait dans le sens des modèle actuels d’assemblage co-
transcriptionnel de la particule H/ACA versus un assemblage lors de l’épissage pour les 
particules C/D (cf. (Kiss et al., 2006) pour une revue). Néanmoins, l’épissage est sensé être 
majoritairement co-transcriptionnel, donc en terme de localisation nucléaire, la formation des 
deux types de particules devrait avoir lieu au même endroit, c’est-à-dire au site de transcription. 
Les résultats présentés ici remettent donc en question le modèle actuel d’assemblage des 
protéines des RNPs C/D. NHPX et la Fibrillarine seraient les premières protéine à se lier à la 
particule. Nop56 et Nop58 s’assembleraient plus tardivement, soit à l’ARN C/D déjà mature, soit 
à un précurseur tardif assez labile pour que nous soyons incapables de le visualiser par détection 
in situ et par immunoprécipitation.  
 
Nous observons qu’un site de transcription sur cinq est accolé à un Cajal body. Sachant que 
NHPX et la Fibrillarine, ainsi que toutes les protéines cœur des particules C/D sont présentes 
dans les Cajal bodies, l’intervention des Cajal bodies dans le processus d’assemblage de la 
particule est envisageable. Une autre étude montre que le site de transcription d’un petit ARN 
H/ACA à transcription induite est associé à un Cajal body dans 7% des cas (Darzacq et al., 
2006). La proportion trouvée pour les sites de transcription d’un ARN C/D est donc largement 
supérieure. Au vu de ces résultats, il y a une relation entre les Cajal bodies et les précurseurs des 
petits ARNs C/D (et peut-être des petits ARNs H/ACA mais de manière plus limitée). Cette 
différence rappelle des expériences de suivi du transit de ces petits ARNs montrent que le 
passage par les Cajal bodies n’est pas visible pour les petits ARNs H/ACA alors qu’il l’est pour 
les petits ARNs C/D, suggérant que l’étape de transit des particules H/ACA par les Cajal bodies 
– si elle a lieu - serait très rapide (Narayanan et al., 1999a; Narayanan et al., 1999b).   
Les Cajal bodies sont connus pour être associés à des loci de gènes particuliers, dont les gènes 
des ARNs C/D U3 (Gao et al., 1997). Il serait intéressant de tester si le locus des gènes de RBII-
36 est associé aux Cajal bodies – ceci peut être réalisé en combinant immunofluorescence contre 
la coiline et DNA FISH contre l’ADN du gène RBII-36 - ou si cette association se fait par 
l’ARN.  
La proximité des Cajal bodies du site de transcription n’est pas systématique. On peut imaginer 
qu’elle est transitoire, c’est pourquoi elle ne serait observée que dans ~25% des cellules. Les 
Cajal bodies pourraient alors aider les précurseurs des ARNs C/D à se diriger vers les nucléoles. 
Nous avons d’ailleurs noté que les sites de transcription de RBII-36 sont souvent localisés à 
proximité des nucléoles (Royo et al., 2007). Alternativement ou de manière additionnelle, le 
Cajal bodies pourraient servir de stock de protéines cœur. Les précurseurs d’ARNs C/D se 
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chargeraient en protéines, à commencer par NHPX et la Fibrillarine, au moment de l’interaction 
entre le site de transcription et un Cajal body pour ensuite rapidement se diriger vers les 
nucléoles, phase labile que nous ne serions pas en mesure d’observer en steady state.   
 
Enfin, d’autres facteurs que les protéines cœur interviennent dans l’assemblage de la particule 
C/D (Hirose et al., 2006; McKeegan et al., 2007). Notre système étude permettrait de tester si ces 







Tableau III-2 Comparaison des propriétés des transcrits Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-
HG . Ce tableau traite des similitudes et des différences connues entre Bsr d’une part et les 
transcrits exons-A et exons-G d’autre part. Les cases marquées “?” sont autant d’expériences 
qui peuvent être réalisées à court terme pour poursuivre la caractérisation.  
        
indique un similitude complète entre Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG  
        indique une différence entre Bsr, et les ARNs RBII-85-HG et RBII-52-HG  
? ? Vrai     Association aux granules de stress après traitement à l’arsénite 
? ? Vrai     Relocalisation cytoplasmique sous l’effet de l’actinomycine D 
? ? Vrai     ARN pas pris en charge par le NMD 
? ? Vrai     ARN résistant à des extractions à haute concentration saline 
? ? Vrai     Dots pourraient correspondre à des molécules uniques   
? ? Vrai     Dots localisés en périphérie des domaines speckles 
? ? Vrai     Dots ne colocalisent pas avec les sous-compartiments 
nucléaires connus 
? ? Vrai     Dots dans les zones faiblement marquées en ADN 
Vrai Vrai Vrai     Dots nucléoplasmiques 
? ? Vrai     Expression monoallélique résistante à la TSA 
? ? Vrai     Track sensible à l’α-amanitine 
Faux Faux Vrai     Track dans un domaine poly(A) 
Faux Faux Vrai     Track de transcrits introniques de grande taille 
Vrai Vrai Vrai     Track au site de transcription 
Vrai Vrai Vrai     ARN nucléaire 
Vrai Vrai Vrai     ARN épissé 
Vrai Vrai Vrai     ARN polyadénylé 
Vrai Vrai Vrai     Hôte de petits ARNs 
Vrai Vrai Vrai     Expression type cellulaire-spécifique 
Vrai Vrai Vrai     Gène soumis à l’empreinte 









Projet de recherche numéro 2_ 
Bsr, RBII-85-HG, RBII-52-HG : la famille 




Nous avons pu montrer qu’au locus soumis à l’empreinte Dlk1-Gtl2, Bsr était un ARN non-
codant retenu dans le noyau. Il est caractérisé par un profil d’accumulation original : il forme un 
track d’ARNs épissés à son site de transcription ainsi que de multiples dots stables dans le 
nucléoplasme. Bsr ne semble pas être un cas isolé puisqu’au locus Snurf-Snrpn, les transcrits 
épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG ont un profil équivalent. Tout d’abord, ils sont nucléaires : 
ils ne sont pas (ou peu) exportés dans le cytoplasme. Ensuite, ils sont détectés en ARN FISH 
sous forme de tracks à leur site de transcription et ils s’accumulent en dots dans le nucléoplasme. 
Les ARNs RBII-85-HG et RBII-52-HG ressemblent donc de près aux transcrits épissés Bsr par 
leur organisation génique et leur patron d’ARN FISH (cf tableau III-2).  
 
Par ailleurs, nous avons pu noter deux différences majeures dans leur comportement de Bsr 
versus celui de RBII-85-HG/RBII-52-HG au sein de l’architecture nucléaire. 1) L’accumulation 
de transcrits introniques au site de transcription des gènes RBII-85-HG et RBII-52-HG est 
minime par rapport aux transcrits introniques de Bsr. Ceci est facilement visible en ARN FISH 
avec les sondes RBII-36, RBII-85 et RBII-52 qui permettent de détecter les transcrits introniques 
au site de transcription de Bsr, RBII-85-HG et RBII-52-HG respectivement, ainsi que les petits 
ARNs matures dans les nucléoles (cf. figure III-9A). La quantification des signaux RBII-36 au 
site de transcription versus dans les nucléoles montre qu’il y a plus de sondes au site de 
transcription que dans les nucléoles (cf. figure III-9B). Les quantifications des signaux RBII-85 
et RBII-52 reste à faire. 2) Les tracks Bsr et ceux du locus Snurf-Snrpn ont un comportement 
différent par rapport aux domaines poly(A). Ces domaines sont des foyers d’accumulation de 
transcrits polyadénylés. Ils affichent un patron nucléaire tacheté dans le noyau qui colocalise 
presque exactement avec le patron des speckles ; ils sont présents de manière diffuse et 
homogène dans le cytoplasme. Alors que le track Bsr colocalise parfaitement avec un domaine 
poly(A), les tracks RBII-85-HG et RBII-52-HG en sont exclus (cf figure III-9C). Ceci est à 
rapprocher de précédentes observations montrant que le comportement de transcrits à leur site de 
transcription par rapport aux domaines SC-35 était spécifique à chaque gène (Smith et al., 1999). 
Ces différences montrent que les transcrits Bsr d’une part et RBII-85-HG et RBII-52-HG d’autre 
part sont métabolisés différemment.  
 
Procéder à la caractérisation complète des transcrits épissés RBII-85-HG et RBII-52-HG est 
envisageable à très court terme. Il serait facile de tester si les ARNs RBII-85-HG et RBII-52-HG 
partagent ou non d’autres propriétés avec Bsr (cf. tableau III-2). Une étude comparative peut être 
menée dans des neurones hypothalamiques d’embryons de rat. Quel est le comportement ces 
ARNs quand les cellules sont traitées à la TSA ? Quelle est leur stabilité sous actinomycine D ? 
Sont-ils sensibles à l’α-amanitine ? Sont-ils trouvés à la périphérie des speckles et/ou dans un 











Figure III-9 Différences de métabolisme des gènes Bsr (RBII-36-host gene), et RBII-85-HG et RBII-52-HG. 
(Royo H et Cavaillé J, résultats non publiés). A : ARN FISH dans des neurones d’embryon de rat. Les sondes 
utilisées sont indiquées. Les signaux détectés au site de transcription de RBII-36 sont beaucoup plus intenses que 
ceux détectés aux sites de transcription de RBII-85 et RBII-52. B : Quantification de la fluorescence des signaux 
RBII-36 au site de transcription versus dans les nucléoles dans huit noyaux de REFs. Le graphe donne les ratios 
nombre de molécules de sondes quantifiées au site de transcription/nombre de molécules de sonde quantifiées dans 
les nucléoles pour les huit cellules. C : La localisation des tracks RBII-85-HG et RBII-52-HG par rapport aux 
domaines poly(A) est différente de celle du track Bsr. Un ARN FISH est réalisé avec les sondes Bsr-épissé-CY3 
(droite), RBII-85-HG-épissé-CY3 (milieu) ou RBII-52-HG-épissé-CY3 (droite), et avec une sonde Alexa 488 (vert) 
hybridant avec les queues polyadénylées des ARNs. Le signal poly(A) donne un patron en speckles dans le 
nucléoplasme et un signal diffus dans le cytoplasme. L’ADN est marqué au DAPI. Alors que le track Bsr colocalise 
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Echappent-ils à la dégradation par le NMD ? Sont-ils exportés sous certaines conditions ? 
S’associent-ils aux granules de stress après traitement avec de l’arsénite ? 
 
L’étude comparée de ces trois transcrits non-codants et soumis à l’empreinte pourrait permettre 
d’établir des corrélations entre l’empreinte génomique parentale, les ARNs non-codants, la 








Figure III-10 Visualisation de signaux de type singlet/doublet/chapelet au locus Bsr. (Royo H et Cavaillé J, 
résultats non publiés). A : ADN FISH sur le gène Bsr (sonde Bsr-gène) dans des neurones d’hypothalamus de rat. 
Les allèles de Bsr peuvent être détectés sous forme de singlets (S), de doublets (D), ou bien de triplets et quadruplets 
(chapelets). B : Proportion des signaux obtenus en ADN FISH sur les allèles de Bsr. C : Les cellules sont classées en 
trois catégories : SS (singlet-singlet) comprend les cellules dont les deux allèles sont détectés par ADN FISH en 
singlet ; SD (singlet doublet) concerne les cellules dans lesquelles un allèle apparaît comme un singlet alors que 
l’autre apparaît comme un doublet ou un chapelet ; DD (doublet-doublet) décrit les cellules dans lesquelles les deux 
allèles sont détectés sous forme de doublet ou de chapelet. Une image d’ADN FISH avec la sonde Bsr-gène 
agrémentée d’un schéma illustre chacune des catégories. D : Une expérience d’ADN FISH sur le gène Bsr (sonde 
Bsr-gène) ou RBII-52-HG (RBII-52-gène) est réalisée dans des neurones d’hypothalamus de rat. Les cellules avec 

















Pourcentages de signaux  





Locus RBII-52-HG Locus Bsr 
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Projet de recherche numéro 3_ 
Profil d’ADN FISH inattendu aux loci Bsr et RBII-






1.1 Des signaux originaux visualisés par ADN FISH au gène Bsr 
 
Au cours de mes travaux de thèse, j’ai observé que l’ADN du gène Bsr pouvait être 
visualisé sous différentes formes par ADN FISH. Avec une sonde Bsr-gène dans des neurones 
embryonnaires d’hypothalamus de rat, 60% des signaux sont des singlets ; j’appelle « singlet » 
un signal unique en forme de point (cf. figure III-10A et B). Dans 40% des cas, des doublets, 
triplets ou chapelets sont observés. Il s’agit des signaux plus complexes, formés d’un amas de 
deux à cinq points brillants à proximité les uns des autres (cf. figure III-10A et B). Des signaux 
de morphologie similaires sont aussi observés aux loci RBII-85-HG et RBII-52-HG.  
Chaque noyau de neurone contient deux allèles pour chaque gène, que l’on peut visualiser par 
ADN FISH. Nous avons examiné le comportement des deux allèles de Bsr et de RBII-52-HG au 
sein des cellules. L’analyse du gène RBII-85-HG est en cours. Nous avons pu classifier les 
cellules en trois catégories (cf. figure III-10C et D) : 1) SS (Singlet/Singlet) : les deux allèles sont 
détectés sous forme de singlet ; 2) SD (Singlet/Doublet) : un allèle apparaît sous forme d’un 
singlet et l’autre sous forme d’un doublet/chapelet ; DD (Doublet/Doublet) : les deux allèles sont 
visualisés sous forme de doublets ou chapelets.  
 
 
1.2 Le signal en doublet est préférentiellement associé à l’allèle actif 
 
Nous avons testé si chacun des deux allèles de Bsr ou de RBII-52-HG (l’allèle actif et 
l’allèle inactif) était préférentiellement détecté sous forme de doublets/chapelets ou de singlets. 
Pour cela, nous avons réalisé des expériences d’ADN / ARN FISH avec des sondes dirigées 
contre le gène (qui détecte les deux allèles) et des sondes contre le transcrit primaire (qui 
détectent les transcrits nouvellement synthetisés et permettent de repérer l’allèle actif) (cf. figure 
III-11A). Dans des neurones avec un patron SD, les signaux de type doublet/triplet/chapelet sont 
associés à l’allèle actif de Bsr et de RBII-52-HG dans 79% et 85% des cas respectivement (cf. 
figure III-11B). Donc, les signaux en doublets ou chapelets obtenus par ADN FISH sur les gènes 























Figure III-11 Les doublets/chapelets sont associés à l’allèle actif. (Royo H et Cavaillé J, résultats non publiés). A: 
ADN FISH avec une sonde Bsr-gène-CY3 (rouge) combiné à un ARN FISH avec une sonde Bsr-intron-oregon 
green (vert) réalisé dans des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat. Dans les cellules SD, le signal en doublet 
est associé à l’allèle actif de Bsr (double flèche blanche). B : Une expérience d’ADN FISH avec les sondes Bsr-gène 
ou RBII-52-gène, combinée avec un ARN FISH avec les sondes Bsr-intron ou RBII-52 (qui permettent de détecter 
les transcrits au site de transcription actif du gène) est réalisée. Parmi les cellules qui ont un patron SD en ADN 
FISH (un allèle détecté en singlet et un autre détecté en doublet ou chapelet), on procède au comptage des cellules 
dont le doublet est associé à l’allèle actif ou inactif.  















associé à l'allèle actif 
Doublet/chapelet  
associé à l'allèle inactif 
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1.3 Les doublets ne correspondent pas à deux chromatides sœur  
 
L’identification des trois catégories de cellules observées en ADN FISH (SD, DD, SS) 
rappelle des observations faites sur d’autres gènes pour lesquels un doublet est attribué à la 
visualisation des deux chromatides sœur du gène après réplication ; un singlet est interprété 
comme la chromatide sœur unique d’un allèle n’ayant pas encore répliqué son ADN (cf. figure 
III-12A). Dans ces études, la présence de cellules avec un profil SD est considérée comme la 
preuve que le locus d’intérêt se réplique de manière asynchrone. Alternativement, un singlet peut 
représenter un allèle dont l’ADN a été répliqué mais dont les deux chromatides sœur n’ont pas 
suffisamment ségrégé pour permettre leur résolution en ADN FISH (cf. figure III-12A). Nous 
avons voulu savoir si les doublets observés aux loci Bsr et RBII-52-HG pouvaient représenter les 
deux chromatines sœur après réplication de l’ADN. Les cellules utilisées dans notre étude, à 
savoir les neurones d’hypothalamus d’embryons de rat, sont connues pour être post-mitotiques, 
c’est-à-dire qu’elles ne se divisent pas et qu’elles sont bloquées avant la phase S du cycle 
cellulaire, ce qui implique que leurs chromosomes n’ont qu’une chromatide. Afin de déterminer 
si effectivement, ces neurones sont arrêtés avant la phase de réplication du cycle cellulaire, nous 
avons compté leur nombre de centriole par une immunofluorescence contre la centrine. Nous 
avons pu montrer que ces cellules ne comptent que deux centrioles, profil compatible avec un 
arrêt en G1 du cycle cellulaire (cf. figure III-12B). Les chromosomes de ces neurones sont donc 
constitués d’une chromatide unique. En conclusion, les allèles du gène Bsr et RBII-52-HG 
peuvent être détectés en ADN FISH sous forme de doublets qui ne correspondent pas à deux 
chromatides sœur de l’allèle.  
 
 
1.4 Absence de corrélation entre les configurations doublets aux loci adjacents 
RBII-52-HG et RBII-85-HG 
  
Comme mentionné précédemment, le gène RBII-52-HG mais aussi le gène HBII-85-HG 
peuvent être visualisés sous forme de doublets ou de chapelets par ADN FISH. Nous avons 
voulu tester si la présence des doublets/chapelets pour l’un des gènes était systématiquement 
associée à des doublets/chapelets pour l’autre gène aussi, ou si une corrélation entre les types de 
signaux observés pour RBII-52-HG et HBII-85-HG pouvait émerger. Nous n’avons observé 
aucune corrélation concernant l’aspect des signaux (singlet, doublet ou chapelets) aux gènes 
RBII-52-HG et HBII-85-HG. Par exemple, sur un même allèle, un singlet RBII-52-HG peut être 
associé à un doublet RBII-85-HG, et vice-versa (cf. figure III-13). Ceci témoigne d’une situation 




2 Interprétation, modèle et discussion 
 
Des signaux de type doublets, triplets ou chapelets de points sont observés aux gènes Bsr 
HBII-52-HG et HBII-85-HG en ADN FISH, indépendamment de l’état de réplication des 
cellules. De manière intéressante, l’allèle silencieux du gène Bsr est généralement détecté sous 
forme de singlet, tandis que les doublets, triplets et chapelets sont préférentiellement associés à 

























Figure III-12 Les doublets visualisés aux loci Bsr et RBII-52-HG ne représentent probablement pas deux 
chromatides sœur. (Cavaillé J, résultats non publiés) A : Une interprétation possible des signaux en singlets et 
doublets. Un doublet représente l’allèle d’un gène dont l’ADN a été répliqué ; chacune des deux chromatides sœur 
est détectée sous la forme d’un point (gauche). Un singlet représente un allèle non répliqué avec une seule 
chromatide sœur (milieu). Alternativement, un singlet peut représenter un allèle ayant subi la réplication mais dont 
les deux chromatides sœur ne sont pas suffisamment ségrégées pour permettre de les distinguer en ADN FISH. B : 
Immunofluorescence (rouge) réalisée avec un anticorps anti-centrine sur des neurones d’hypothalamus d’embryons 
de rat. La plupart des cellules comptent deux signaux centrine, soit deux centrioles (c’est seulement avant la phase S 








Locus répliqué sans ségrégation 
des chromatides sœur  
B Centrine / DAPI Centrine 
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chapelet pourraient être liés à un état de la chromatine du locus selon l’état transcriptionnel du 
locus. Par exemple, il est possible que le phénomène visualisé soit de la décondensation 
chromatinienne. Sur l’allèle actif, la chromatine est relativement décondensée, et nous 
visualisons le locus sous forme de chapelets. L’allèle inactif, où la chromatine serait plus 
condensée, serait plus compact et donc visualisé sous la forme d’un singlet unique.  
Des données récentes montrent que nous serions en effet capables de visualiser de la chromatnie 
décondensée par ADN FISH. Par une approche empirique, nous sommes parvenus à « peigner » 
l’ADN de neurones après fixation au méthanol et dénaturation à la chaleur. Les cellules sont très 
endommagées par le traitement, comme en témoigne l’aspect du DAPI : le contour du noyau 
n’est plus visible, et l’ADN est étiré en filaments désorganisés (cf. figure III-14). Après ADN 
FISH sur le gène Bsr ou RBII-52-HG, quasiment aucun singlet et doublet ne sont observés. Au 
lieu de cela, sur l’ADN étiré, des colliers de perles peuvent être visualisés, constitués d’une 
succession de 6 à 10 signaux ponctués. Le plus souvent, ce sont de très longs signaux rectilignes 
le long de filaments d’ADN qui sont observés (cf. figure III-14). Ces données sont préliminaires 
mais suggèrent que l’on peut effectivement observer de l’ADN déroulé en ADN FISH sur le 
locus Bsr et RBII-52-HG. La configuration doublet/chapelet couramment observée en ADN 
FISH serait une conformation intermédiaire de décondensation.  
 
Si c’est bien de la décondensation allèle-spécifique que l’on visualise, la question de savoir 
pourquoi le gène est détecté sous la forme d’un amas de points (doublets et chapelets), et non 
d’un trait ou d’un point de plus grande taille par exemple reste ouverte. Peut-être que ce que nous 
visualisons par ADN FISH ne correspond qu’à une partie de la chromatine du locus. On peut 
imaginer que les signaux d’ADN FISH ne marquent que les zones qui ne sont pas en cours de 
transcription par exemple. En ce sens, l’équipe de Mc Nally a développé un protocole d’ADN 
FISH particulier qui montre qu’un site de transcription est composé de deux domaines 
chromatiniens. Le premier, couramment détecté par ADN FISH, occupe une position centrale et 
est composé de chromatine plus condensée. Il est entouré par le deuxième domaine, qui contient 
de la chromatine décondensée au point qu’il serait détruit lors des protocoles classiques d’ADN 
FISH. Ce domaine est visualisé en abaissant la température de dénaturation lors de l’ADN FISH 
de 95 à 70°. La formation de ce domaine requiert la transcription et l’activité de la topoisomérase 
II, et le domaine est enrichi en H3K27 triméthylé qui est une marque des histones dans la 
chromatine nouvellement transcrite. Les auteurs proposent qu’il s’agit de boucles de chromatines 
décondensée nouvellement transcrites (Muller et al., 2007).  
 
Au cours de cette étude, l’équipe de Barbara Panning a publié des observations inhabituelles et 
totalement inattendues sur le comportement du locus Xic et de ses gènes environnants par ADN 
FISH (Mlynarczyk-Evans et al., 2006). Par ADN FISH, les deux chromosomes X diffèrent avant 
l’inactivation du chromosome X dans des cellules ES de mammifères femelles. Sur un des 
chromosomes X, le locus Xic est plutôt visualisé comme un signal en singlet alors que d’autres 
gènes du X apparaissent en doublets. L’autre chromosome X a un patron opposé (le Xic apparaît 
en doublet alors que d’autres gènes du X apparaissent en singlets). En utilisant des cellules ES 
mutantes chez qui l’inactivation ne se fait pas au hasard mais affecte préférentiellement l’un des 
deux chromosomes X parentaux, le futur X inactif tend à être celui qui est détecté en singlet pour 
le Xic et doublets pour les autres gènes du X ; le futur X actif tend à être le chromosome avec le 
patron opposé. Les auteurs proposent qu’avant l’inactivation, les deux chromosomes X existent 
dans un état de futur X inactif et futur X actif ; c’est cette différence d’état qui est visualisée par 



































Figure III-13 Absence de corrélation entre la présence de doublets/chapelets aux gènes HBII-52-HG et HBII-
85-HG au sein du même allèle. (Royo H, résultats non publiés). ADN FISH avec une sonde HBII-52-gène-CY3 
(rouge) et une sonde HBII-85-gène-A488 (vert) réalisé dans des neurones d’hypothalamus d’embryons de rat. Un 
même allèle peut porter un doublet/chapelet pour HBII-85-HG et un singlet pour HBII-52-HG (a), ou vice-versa (b).  
RBII-52-HG / RBII-85-HG 
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d’état pourrait être d’intérêt majeur, puisque les auteurs pensent qu’elle est impliquée dans le 
facteur « hasard » de l’inactivation du chromosome X (Mlynarczyk-Evans et al., 2006).  
Le degré de similitude entre les observations de Mlynarczyk et al., au chromosome X et les 
miennes au gène Bsr est difficile à estimer. Mlynarczyk et al., n’observe ni triplets ni chapelets 
par ADN FISH. Les deux types d’observations reflètent des différences alléliques mal 
expliquées, mais qui pourraient être liées à des régulations épigénétiques en vu de l’expression 






La nature des signaux obtenus en ADN FISH (singlets, doublets, chapelets) aux loci Bsr 
et RBII-52/85-HG est inconnue ; dans cette perspective, je compte : 1) appliquer d’autres 
protocoles d’ADN FISH (par exemple en utilisant des sondes BAC) pour voir si je récapitule les 
résultats observés ; 2) quantifier la fluorescence émise par un singlet, un doublet et un chapelet et 
comparer les valeurs entre elles ; 3) étendre l’étude à des gènes voisins de Bsr et RBII-52/85 afin 
de couvrir une plus large portion génomique.  
D’autre part, j’ai observé dans une grande proportion de neurones (cellules dans lesquelles 
l’empreinte est installée), qu’un des allèles de Bsr et RBII-52-HG apparaît comme un 
doublet/chapelet alors que l’autre apparaît comme un singlet. J’aimerais me placer dans des 
cellules germinales primordiales (dans lesquelles l’empreinte n’est pas encore mise en place), 
afin de voir si la différence d’état observée entre les deux allèles y est déjà présente.  
 
Afin de tester l’hypothèse que les doublets/chapelets sont représentatifs d’un état décondensé de 
la chromatine locus-spécifique, je souhaiterais : 1) Visualiser les séquences flanquantes de Bsr 
(et de RBII-52/85-HG) en 5’ et en 3’ par ADN FISH. La distance entre ces deux séquences 
flanquantes devrait être supérieure sur l’allèle décondensé. 2) Tester l’effet de drogues perturbant 
l’équilibre de condensation de la chromatine (telles que la TSA ou le butyrate) sur ces signaux.  
 
Enfin, j’aimerais appliquer le protocole développé par Muller et al., afin d’éventuellement 
révéler l’existence d’un domaine de chromatine décondensée aux alentours de l’allèle actif de 
Bsr. L’étude de l’agencement spatial des signaux en doublets ou chapelets par rapport au 
domaine de chromatine décondensée nouvellement transcrite (révélé par le protocole particulier 
de Muller et al.,) pourrait donner des informations sur l’organisation spatiale du locus. Cette 
étude pourrait être étendue aux régions exons U, RBII-85-HG et RBII-52-HG au locus Snurf-


















Figure III-14 Visualisation du locus Bsr sur ADN « peigné ». (Royo H, résultats non publiés). Des neurones 
d’hypothalamus d’embryons de rat ont été fixés au méthanol pendant 10minutes puis stockés dans l’éthanol à 4°. Un 
ADN FISH avec une sonde Bsr-gène-CY3 (rouge) a ensuite été réalisé. L’effet combiné de la fixation au méthanol 
























Ce paragraphe n’est pas exhaustif. J’ai choisi d’y faire figurer les protocoles des 
techniques qui n’étaient pas maîtrisées avant ma thèse et que j’ai mis au point, qui constituent 
mon apport technique à l’équipe. Il s’agit de la mise en culture de cellules primaires et de 
protocoles d’hybridation in situ et d’immunofluorescence. J’ai préféré rédiger ces protocoles 
sous forme didactique, qui rend plus aisée leur utilisation au quotidien.  
 128 






DMEM 4.5g/l glucose, - pyruvate 
+ 10% FBS 
+ P/S 




Embryons E13/14 (accouplement le jeudi matin pour sacrifice de la ratte le mercredi deux 
semaines après).  
 
- Dissocier les embryons et les mettre dans un tube de 50ml contenant 0.5ml de trypsine 
dans la glace (1 embryon par tube).  
- Une fois que tous les embryons sont prélevés, mettre les tubes contenant trypsine et 
embryons à 37° pendant 20 minutes.  
- Ajouter 10ml de milieu par Falcon.  
- Faire une série de 15 aller-retour à la P10ml en aspirant/refoulant les embryons/débris 
d’embryon (éviter les bulles). Faire la série sur tous les tubes.  
- Faire une série de 5 aller-retour à la P10ml.  
- Ensemencer le tout (10.5ml théoriques) à raison d’1 T80 par tube.  
 
NB : Toutes les lamelles sont autoclavées dans de la gélatine 1% avant emploi en culture.  
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A préparer la veille 
 
PORN : polyornithine (permet l’adhésion des cellules au support). Remplir les boîtes destinées 
être ensemencées.  
 
Milieu de prélèvement/dissociation 
L15 supplémenté en antibiotique et en glucose 6g/L 
 
Boîtes qui serviront au prélèvement 
 * une boîte de 10cm de diamètre (on y mettra les têtes des embryons) 
 * 10 boîtes de 2cm de diamètre (on y mettra un ou deux cerveaux par boîte) 
 * une boîte de 5cm de diamètre (on y mettra les cortex) 
Remplir ces boîtes avec du L15-antibiotique-glucose.  
 
Milieu complet 
Pour 54mL de milieu complet :   
- 800µL glucose1M 
- 1.25mL bicarbonate de sodium 7.5% 
- 2.7mL mix hormones (solution mère 20X) 
- 2.2L serum de cheval 
- 47mL de L15 
Pour 10mL de milieu complet :   
- 150µL glucose1M 
- 230µL bicarbonate de sodium 7.5% 
- 500µL mix hormones (solution mère 20X) 
- 400µL serum de cheval 
- 8.7mL de L15 
   
    
   
Dissociation (après la dissection des cortex)- sous la hotte 
 
- Aspirer les cortex dans une liquipette et les mettre dans un tube de 15mL 
- Compléter à 5mL de L15-antibiotique-glucose 
- Aspirer les cortex et faire 30 allers-retours identiques en évitant les bulles 
- Laisser sédimenter les tissus non dissociés 
 
Pendant ce temps :  mettre le milieu à chauffer (37°) 
   Mettre le mix hormone à décongeler à 37° 
 
- Récupérer le surnageant contenant les cellules dissociées dans un autre tube de 15mL 
- Compléter avec L15-antibiotique-glucose à 2mL 
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- Faire 20 allers-retours 
- Laisser sédimenter quelques minutes 
 
Pendant ce temps :  préparer le comptage 
Prendre 2 récipients et y mettre 10mL d’isoton 
 
- A faire 2 fois :  
o Prélever le surnageant et jeter le culot restant  
o Compléter le volume avec L15-antibiotique-glucose à 12mL 
o Faire 10-15 allers-retours à la liquipette 
o Centrifugation 700rpm (100g) 5minutes  
o Eliminer le surnageant à la pipette en évitant de faire des bulles   
 
 
Mise en culture 
 
- Reprendre le culot dans du milieu complet fraîchement préparé 
- Compter les cellules 
- Diluer la suspension cellulaire de façon à avoir 600 000cellules par mL 
- Ensemencer à raison de :  2.5mL par puits de plaque 6 puits 
9mL  par boîte de 10cm de diamètre 
Attention : bien homogénéiser entre chaque prélèvement.  








A partir d’un flasque T180 (70-80% confluence) :  
 
- Lavage PBS 1X  
- Trypsine – Reprendre les cellules dans 15 ml de DMEM 
- Calcul de la concentration en cellules/mL  
- Centrifugation 5min, 900 rpm, température ambiante – Reprendre le culot de cellules 
dans 200µl de DMEM sans sérum 
- Placer les cellules dans une cuvette à électroporation et ajouter 15µg d’ADN  
- Incuber cellules/ADN 5min sur glace 
- Electrochoc : 0.27 kVolts, capacitance 0.96µF 
- Ensemencer 1 plaque  6 puits avec 35 µL/puit --- Incuber 37°C 
 
- Changer le milieu 16h après la transfection 








2X SSPE 15% formamide  10mL 
20 X SSPE    1mL 
Formamide    1,5 mL 
H2O     7,5 mL 
 
0.1X SSPE    50mL 
20X SSPE    250 µL 
H2O     49.75 mL 
 
Prémix d’hybridation   1mL 
20X SSPE    100 µL  (2X final) 
formamide    150 µL  (15% final) 
dextran sulfate    100 mg  (10% final) 
tRNA 25mg/mL   20µL   (0,5 mg/mL final) 
H2O     qsp 1mL à l’œil 
 
Hybridation    
Pour l’hybridation d’une lamelle ronde de diamètre 12mm :  
2 µL de sonde à 10ng/µL 
30 µL de prémix 




Fixation et perméabilisation des cellules en culture 
 
- Les cellules sont fixées dans 1X PBS / 4% paraformaldéhyde (cat # 15710 ; Electron 
Microscopy Sciences) pendant 20 min à température ambiante  
- Lavages des cellules deux fois dans du PBS 1X quelques minutes à température ambiante 
- Perméabilisation dans éthanol 70% au moins une nuit à 4°C 
A ce stade, les cellules peuvent être gardées au moins 2-3 mois. 
 
 
Pré hybridation  
 
- Incubation dans du 2X SSPE 15% formamide pendant 10min à température ambiante 
 
Pour DNA FISH: 
- Dénaturer l’ADN :  
• poser une lame sur le bloc chauffant à 85°C 
• poser une goutte de (250uL) de 70% formamide 2X SSPE préchauffé à 85°C sur la lame 
et poser la lamelle face cellule contre la goutte.  
• Dénaturer pendant 7min 30sec.  
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• Mettre un bloc de métal dans de la glace l’avance. A la fin du temps de dénaturation, 
poser la lame sur le bloc froid.  
- Récupérer la lamelle et la tremper dans un bain d’éthanol 70% froid (4°C) 
- Laisser sécher à l’air. 
   
 
Hybridation et lavages 
 
- Dans une grande boîte de pétri déposer 30 µL d’un mélange (sonde ARN ou ADN + 
prémix) préalablement dénaturé 1min à 95°C. 
- Déposer les lames, la face avec les cellules contre la goutte 
- Mettre une petite boîte contenant de l’eau ouverte au centre de la grande 
- Fermer avec du parafilm et couvrir avec du papier aluminium (la sonde étant fluorescente 
il faut la protéger de la lumière) 
- Laisser sur la nuit à 37°C   
 
- 15% formamide 2X SSPE 20 min à température ambiante 
- 2 X lavages 0.1X SSPE 10 min à 50°C (four pour hybridation) 
 
Pour le RNA FISH : 
- Lavage PBS 1X 
- Post-fixation 15 min dans 4% paraformaldéhyde PBS 1X 
- 2 lavages PBS 1X 
- Hybridation (cf. plus haut) 
- Lavage pendant 20min dans 2X SSPE, 15% formamide à température ambiante 





- Déposer 3 µL de Moviol Dapi 
- Poser les lames face cellules dessus 
- Laisser à 4°C 2 heures minimum à l’abri de la lumière 
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Fixation et perméabilisation des cellules en culture 
 
- Un ou deux lavages PBS 
- Fixation dans paraformaldéhyde 4% /PBS pH 7.4, pendant 15min à 4° 
- 1x 5min dans PBS 
- Perméabilisation : 0.4% Triton / PBS, pendant 5min à température ambiante ou 4° 





- Préhybridation dans 2X SSPE 15% formamide pendant 10min à température ambiante 
- Hybridation  
 
Prémix d’hybridation :  
• 20X SSPE   100µL   (2X final)   
• formamide   150µL   (15% final) 
• dextran sulfate   100mg   (10% final) 
• tRNA 25mg/mL  20µL   (0.5mg/mL final) 
• H2O    qsp 1mL à l’oeil 
 
Pour une hybridation sur une lamelle ronde diamètre 12mm:  
• 1 ou 2µL de sonde 10ng/µL 
• 30µL de prémix 
 1min à 90° 
• VRC 4mM (le VRC se rajoute toujours au dernier moment) 
 
 Hybridation (lamelles retournées sur mix) à 37° sur la nuit, à l’abri de la lumière 
 
- Lavage dans 15% formamide, 2X SSPE (celui de la veille) pendant 20min température 
ambiante 
- Lavage dans 15% formamide, 2X SSPE (fraîchement préparé) pendant 20min 
température ambiante 
- Lavage dans 1X SSPE pd 10min température ambiante 
 
- Fixation dans paraformaldéhyde 4% / PBS 5min température ambiante 





- Blocage dans (SVF 10%, BSA 1% + VRC 4mM) / PBS pendant 1h minimum 
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- Hybridation avec l’Anticorps primaire dans (SVF 10%, BSA 1% + VRC 4mM) / PBS 
pendant 1h à température ambiante 
- 3x 5min dans PBS 
- Hybridation avec l’Anticorps secondaire dans (FBS 10%, BSA 1% + VRC 4mM) / PBS 
pendant 40min à température ambiante 





- Déposer 3 µL de Moviol Dapi 
- Poser les lames face cellules dessus 
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Non-coding RNAs in imprinted gene
clusters
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Imprinted ncRNA (non-coding RNA) genes represent a family of untranslated transcripts that are mono-allelically
expressed in a parent-of-origin manner (their expression is restricted to either the maternal or the paternal allele).
Although the expression of a few long imprinted ncRNAs act as cis-acting silencers in the epigenetic regulation of
chromatin at imprinted gene clusters, many of them fall into the growing class of small regulatory RNAs, namely
C/D small nucleolar RNAs, microRNAs and also likely piRNAs (Piwi-interacting RNAs), which are known to act
as antisense trans-acting regulators of gene expression (for example, site-specific RNA modifications and RNA-
mediated gene silencing). Although their biological functions remain elusive, recent studies have pointed to their
functional importance in development, in brain plasticity and also perhaps in some pathological situations, such
as cancers or Prader–Willi syndrome. In this review, we summarize our current understanding of the molecular and
biological roles of these ncRNAs, both in terms of their contribution to genomic imprinting control, as well as in
terms of cellular RNA targets they might interact with.
Introduction
Genomic imprinting is a dynamic and development-
ally regulated epigenetic mechanism that governs
expression of approx. 80 genes in human and mouse
(http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/
index.html), which results in only one of the two
parental alleles being expressed. Most imprinted
genes are conserved between human and rodents,
and map within chromosomal domains that can
1To whom correspondence should be addressed (email
cavaille@ibcg.biotoul.fr).
Key words: C/D small nucleolar RNA, epigenetic mechanism, genomic
imprinting, microRNA (miRNA), non-coding RNA (ncRNA), Piwi-interacting RNA
(piRNA).
Abbreviations used: Air , antisense Igf2r RNA; Dio3, deiodinase,
iodothyronine, type III; Dlk1, delta-like 1 homologue isoform 1; DMR,
differentially methylated region; FISH, fluorescence in situ hybridization; Gnas,
guanine-nucleotide-binding protein, α subunit; Gnasxl , Gnas extra large; Gtl2,
gene trap locus 2; HBII , human brain fraction II; 5-HT, 5-hydroxytryptamine;
IC, imprinting centre; IG-DMR, intergenic germline-derived DMR; Igf2r , type II
insulin-like growth-factor receptor; Kcnq1, potassium voltage-gated channel,
subfamily Q; Kcnq1ot1, Kcnq1 overlapping transcript; Limk, LIM domain
kinase; Magel , MAGE-like protein 2; MBII , mouse brain fraction II; Mirg,
miRNA-containing gene; miRNA, microRNA; Mkrn, makorin ring-finger protein;
ncRNA, non-coding RNA; Ndn, necdin; Nespas, neuroendocrine secretory
protein antisense; ORF, open reading frame; piRNA, Piwi-interacting RNA;
PRPS, phosphoribosyl pyrophosphate synthetase; PWS, Prader–Willi
syndrome; RBII , rat brain fraction II; Rian, RNA imprinted and accumulated in
nucleus; RNAi, RNA interference; Rtl , retrotransposon-like; siRNA, small
interfering RNA; Slc22, solute carrier family 22; Snrpn, small nuclear
ribonucleoprotein N; Snurf , Snrpn upstream reading frame; Ube3a, ubiquitin
protein ligase E3A isoform 3; Ube3A-as, Ube3A antisense; U-snRNA; type U
small nuclear RNA; Xist , X-inactive-specific transcript.
contain both maternally and paternally expressed
genes, as well as bi-allelically expressed genes.
All imprinted gene clusters display parent-specific
differences in DNA methylation patterns at specific
genomic regions, ICs (imprinting centres). These
complex cis-acting elements are also referred as ICEs
(imprinting control elements) or ICRs (imprint-
ing control regions). These DMRs (differentially
methylated regions), which are acquired during
gametogenesis, regulate the parent-specific expres-
sion of all imprinted genes in cis and over long
distances (∼Mb) within the entire imprinted gene
cluster (DMRs that arise after the onset of imprinted
expression do not behave like ICs). Although the
mode of action of ICs is poorly known and might
differ from one cluster to another, several common
silencing mechanisms have emerged, including
the potential involvement of ncRNA (non-coding
RNA) genes. Indeed, each imprinted gene cluster
expresses one (or even several) large ncRNA gene(s)
that display reciprocal imprinted expression relative
to the neighbouring protein-coding genes (for
example, if the ncRNA genes are expressed from
Genomic imprinting: This is an epigenetic mechanism by which several
genes are mono-allelically expressed in a parent-of-origin-specific manner
(e.g. the paternal allele is transcriptionally active, whereas the maternal
allele is not).
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Figure 1 Imprinted ncRNA genes
Upper panel: an imprinted ncRNA gene (purple line) is transcribed from a DMR that acts as an IC. The non-coding gene
(e.g. Air, Kcnq1ot1) is expressed from the unmethylated chromosome, whereas the flanking protein-coding genes (rectangles)
display a reciprocal imprinted status and are only expressed from the methylated chromosome. Expression of full-length ncRNA
gene (e.g. Air or Kcnq1ot1) is thought to act in cis to silence the flanking protein-coding genes. Note that ncRNA can also
share antisense homology with one of the protein-coding genes. Lower panel: imprinted small RNAs (purple vertical bars) are
processed from large poorly characterized non-coding transcription units (e.g. at the Snurf–Snrpn and Dlk1–Gtl2 domains), the
expression of which is controlled by the IC. These imprinted small RNAs are believed to regulate gene expression in trans, mainly
at the post-transcriptional level by site-specific 2′-O-methylation (e.g. C/D small RNAs) or RNA-mediated gene silencing (e.g.
miRNAs). It is important to note that the above described genomic features do not apply to all imprinted gene clusters (see
Figure 3).
the paternally inherited chromosome, then the
flanking protein-coding genes are expressed from
the maternally inherited allele). Furthermore, some
of these ncRNA genes are transcribed in an antisense
orientation relative to the protein-coding gene. Even
more importantly, loss-of-function experiments
designed to truncate two ncRNAs, Kcnq1ot1 [Kcnq1
(potassium voltage-gated channel, subfamily Q)
overlapping transcript] and Air [antisense Igf2r
(type II insulin-like growth-factor receptor) RNA],
have shown that loss of expression is associated with
the reactivation in cis of all the silent alleles of the
surrounding protein-coding genes, thus raising the
possibility that the ncRNAs themselves or the act of
transcribing them is required for bidirectional gene
silencing at long distances (Figure 1, upper panel,
and see Figure 5).
Imprinted gene clusters are also of interest in
that they also contain many small RNAs belong-
ing to the three largest families of mammalian small
regulatory RNA genes which mainly act through
sequence-specific recognition of other cellular RNAs:
the C/D small RNAs, the miRNAs (microRNAs)
and also probably the piRNAs (Piwi-interacting
C/D small RNAs: These are∼80–300-nt-long nuclear RNAs that concentrate either in the nucleolus or in the Cajal bodies. They form specific RNA duplexes with
their RNA targets and act either as RNA chaperones to facilitate rRNA processing or as RNA methylation guides to direct, in a sequence-specific manner, the
biosynthesis of 2′-0-methylation of rRNAs or spliceosomal U-snRNAs.
microRNAs: These are short non-coding RNAs (∼21–23 nt long) that exert their silencing gene functions through specific base-pairing with mRNAs. They can
either elicit translation repression by still poorly known mechanisms or they can trigger mRNA degradation through RNAi-like mechanisms.
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RNAs). miRNAs are ∼21-nt-long ncRNAs that
base-pair with specific sites within the 3′-UTR
(untranslated region) of mRNAs and elicit transla-
tion repression or guide mRNA degradation through
RNAi (RNA interference)-like mechanisms, whereas
piRNAs (∼26–31 nt long) correspond to a novel class
of germ-line-specific small RNAs that specifically in-
teract with members of the Piwi family to protect
the mammalian germline from transposon activity by
still poorly knownmechanisms. C/DRNAs are∼80–
300-nt-long nuclear RNAs that concentrate either in
the nucleolus or in the Cajal bodies. They also form
specific RNA duplexes with their cellular RNA tar-
gets to act either as RNA chaperones to facilitate
rRNA processing or as RNA methylation guides to
direct in a sequence-specific manner the biosynthesis
of 2′-0-methylation into rRNAs or spliceosomal U-
snRNAs (type U small nuclear RNAs). Regulation of
imprinted expression involves cis-actingmechanisms.
Although imprinted small RNAs might exert novel
unexpected functions related to genomic imprinting
regulation (for example, triggering the formation of
heterochromatin in cis), current hypotheses tend to fa-
vour a trans-acting role which involves recognition of
specific cellular RNAs that are unrelated to imprint-
ing control (Figure 1, lower panel, and see Figure 4).
In this review, we will summarize our current un-
derstanding of imprinted ncRNAgenes both in terms
of cis-and trans-acting mechanisms. Due to space con-
straints, we apologize to all our colleagues whose
work has not been cited in the present review and
we suggest that readers consult more comprehens-
ive reviews (and their references therein) dedicated
to the biosynthesis and the functions of mammalian
C/D small RNAs (Kiss et al., 2006), miRNAs (Pillai
et al., 2007), piRNAs (O’Donnell and Boeke, 2007)
and imprinted small RNAs (Seitz et al., 2004a; Royo
et al., 2006), on the regulation of imprinted gene
clusters by ICs, and the potential involvement of
long ncRNAs in genomic imprinting control (Verona
et al., 2003; Reinhart and Chaillet, 2005; Pauler and
Barlow, 2006; Edwards and Ferguson-Smith, 2007;
Pauler et al., 2007) and on X chromosome inactiva-
tion (Masui and Heard, 2006).
Imprinted small ncRNAs as trans-acting
regulators
Hundreds of eutherian-specific small ncRNA genes
have been reported within several imprinted gene
clusters, with the vast majority of them concentrated
within two evolutionarily imprinted gene clusters,
namely the Snurf–Snrpn (Snrpn upstream reading
frame–small nuclear ribonucleoproteinN) andDlk1–
Gtl2 (delta-like 1 homologue isoform 1–gene trap
locus 2) domains in which they are paternally andma-
ternally expressed respectively (Cavaille et al., 2000,
2001, 2002; de los Santos et al., 2000; Meguro et al.,
2001; Seitz et al., 2003, 2004b; reviewed in Seitz
et al., 2004a; Royo et al., 2006) (Figures 2 and 3).
Imprinted C/D RNA genes
Although all the imprinted C/D RNAs that have
been tested accumulate within the nucleolus, none
of them appear to act as RNA guides to modify
rRNAs or spliceosomal U-snRNAs; they are called
‘orphan C/D RNAs’. So far, the MBII-52 (mouse
brain fraction II 52) and MBII-85 gene clusters
(Figure 2) have attracted much attention, given
that the neuronal-specific MBII-52 small RNA is
predicted to interfere with the post-transcriptional
regulation of the pre-mRNA that encodes the
5-HT2C (5-hydroxytryptamine 2C) receptor (A-to-
I RNA editing and/or alternative RNA splicing),
whereas HBII-85 (human brain fraction II 85) might
contribute to PWS (Prader–Willi syndrome) (Nich-
olls and Knepper, 2001).
MBII-52 and the post-transcriptional regulation of
the 5-HT2C receptor pre-mRNA?
MBII-52 (Figures 2 and 4) has a conserved 18-nt-long
antisense element complementarity to an important
portion of the 5-HT2C receptor pre-mRNA which is
subjected to site-specific A-to-I RNA editing at five
distinct adenosines: the so-called A–E edited sites. By
altering the genetic information encoded within the
edited 5-HT2C receptor mRNA, A-to-I RNA edit-
ing at the C-site, as well as the E-site, plays a key
role in regulating serotonergic signal transduction
(Burns et al., 1997; Gurevich et al., 2002). Evenmore
MBII-52 and MBII-85: These small C/D RNAs were originally isolated from the mouse brain, hence their names MBII-52 and MBII-85 for mouse brain fraction II.
In the case of the human versions, they are referred to as HBII-52 and HBII-85.
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Figure 2 Small imprinted ncRNA genes are mainly located at the Snurf–Snrpn and Dlk1–Gtl2 chromosomal domains
Upper panel: representation of the human Snurf–Snrpn imprinted domain (at 15q11q13), also referred as the PWS/AS locus.
This locus contains several paternally and maternally expressed protein-coding genes (blue and pink rectangles respectively),
as well as numerous C/D RNA genes (vertical blue bars) and Ube3A-as that are only expressed from the paternal chromosome.
The Snurf–Snrpn, C/D small RNAs and Ube3A-as are thought to be part of a single large transcription unit (blue line). Four
copies of miR-344 genes also map between the Ndn and Magel2 genes in rodents, but apparently not in human (their imprinted
status is unknown). Lower panel: representation of the human Dlk1–Gtl2 imprinted domain (at 14q32). Three protein-coding
genes are expressed from the paternal chromosome (blue rectangles), whereas the maternal chromosome drives expression of
a large non-coding transcription unit (pink line) that includes Gtl2, anti-Rtl1 transcript and numerous miRNAs and C/D RNAs
(pink vertical bars), as well as their spliced host transcripts (not shown for clarity, see the text for further details). It cannot be
formally excluded that piRNAs within the C/D RNA gene cluster (green vertical bars) simply represent degradation products from
the mature C/D small RNAs. In the rat Dlk1–Gtl2 domain, there is also a ∼100-kb-long insertion of 86 highly homologous gene
copies of the RBII-36 C/D RNA (this locus is also called Bsr and appears to be rat-specific). m, methylated allele; Mat, maternal
chromosome; Pat, paternal chromosome.
remarkably, MBII-52 is predicted to target the edited
C-site for 2′-O-methylation, raising the possibility
that it might regulate A-to-I RNA editing at this
functionally important edited C-site (Cavaille et al.,
2000). Indeed,MBII-52 can specifically inhibit RNA
editing at the C-site of a double-stranded RNA sub-
strate that is targeted to the nucleolus, but not to
the nucleoplasm (Vitali et al., 2005). The MBII-52
RNA duplex also matches nearby an alternative 5′
splice donor site of the 5-HT2C receptor pre-mRNA,
leading to a truncated and probably non-functional
receptor. Co-transfection experiments with a portion
of a genetically modified 5-HT2C receptor minigene
have also shown that MBII-52 can increase the inclu-
sion of the regular exon, thus suggesting a potential
role for MBII-52 in regulating alternative RNA spli-
cing of the 5-HT2C receptor pre-mRNA (Kishore and
Stamm, 2006). These two studies suggested for the
first time that C/D small RNAs might regulate
the processing of an mRNA. However, they might
also appear contradictory to some extent, in particular
regarding the subnuclear site of action of MBII-52;
modulation of RNA splicing and RNA editing are
predicted to occur in the nucleoplasm and in the nuc-
leolus respectively. Finally, those conclusions, mainly
based on very artificial cell systems, represent mostly
‘proof of principle’, and biologically relevant experi-
ments are still need to be carried out to fully validate
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Figure 3 Other large and small ncRNAs mapping at imprinted gene clusters
Left-hand panel: representation of the mouse Air–Igf2r, Kcnq1 and Gnas imprinted loci that contain long ncRNAs believed
to contribute to genomic imprinting control (Air, Kcnq1ot1 and Nespas respectively). Note that miR-296 and miR-298 might
derive from Nespas transcript. For clarity, the numerous (alternatively) spliced transcripts originating from the Gnas imprinted
complex are not shown (for further details, see Holmes et al., 2003). Right-hand panel: representation of the mouse Igf2–H19,
PEG10, Rasgrf1 and Mest loci that also contain small RNA genes, the imprinted expression of most of them have not yet
been demonstrated, except in the case of miR-335 gene (M.-L. Bortolin and J. Cavaille´, unpublished data) See Figure 2 for an
explanation of the symbols used.
these models with endogenously expressed 5-HT2C
receptor gene.
HBII-85 and PWS?
PWS [MIM (Mendelian Inheritance of Man) no.
176270] is an inherited human disorder charac-
terized by a complex phenotype, including mental
retardation, decreased muscle tone and failure to
thrive at birth, short stature, hypogonadism, sleep
apnoea, behavioural problems and hyperphagia (an
insatiable appetite) that can lead to severe obesity
(Nicholls and Knepper, 2001). The disease is caused
by lack of expression of one (or several) gene(s) at the
imprinted chromosome 15q11q13 locus which are
normally only active on the paternal allele. Although
it is still a matter of debate whether PWS results
from loss of function of a single gene or several ones,
the study of rare translocations identified in human
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Figure 4 A complex imprinted RNA network
Imprinted small RNAs are thought to function as antisense RNAs to regulate gene expression mainly at the post-transcriptional
level. This Figure recapitulates most of the predicted mRNAs targeted by imprinted small RNAs, as well as the biological
pathways wherein they might be involved (no targeted mutant mice are available to validate these predictions). Note that the
piRNA-mediated regulation of C15orf2 is highly speculative and not supported by any experimental data. See Figure 2 for an
explanation of the symbols used.
(Wirth et al., 2001; Gallagher et al., 2002; Schule
et al., 2005), as well as several PWS mice models
with various deletions in the syntenic region at chro-
mosome 7c (Tsai et al., 1999a; Ding et al., 2005),
have identified a minimal critical region believed to
play a pivotal role in the aetiology of the disease.
The only characterized and conserved genes within
this 121-kb-long genomic interval are the numer-
ous HBII-85 gene copies (Figure 2), thus suggesting
that loss of expression of these repeated small C/D
RNA genes might play a role in conferring some (or
even all) phenotypes of the human disease and PWS-
like phenotypes in mice (neonatal lethality, growth
retardation and hypotonia). However, the genotype–
phenotype relationship in PWS is likely to be more
complex. Indeed, it has been shown that a site-specific
deletion of the entire murine MBII-85 gene cluster
led to post-natal growth retardation with low post-
natal lethality (<15%) only seen in some genetic
backgrounds, but no obesity (Skryabin et al., 2007).
Although the HBII-52 gene cluster is not believed to
play a major role in PWS (Burger et al., 2002; Runte
et al., 2005), redundant functions between these C/D
RNA genes cannot be formally excluded. Therefore,
it would be informative to analyse the potential con-
sequences of the targeted deletion of the MBII-85
cluster with that of the MBII-52 cluster and/or other
paternally expressed protein-coding genes within the
domain, in particular with that of the Ndn (necdin)
(Gerard et al., 1999; Tsai et al., 1999b; Muscatelli
et al., 2000) and the Magel2 (MAGE-like protein 2)
genes (Bischof et al., 2007).
Imprinted miRNA genes
Numerous imprinted miRNA genes are grouped at
the Dlk1–Gtl2 domain as two main clusters: a small
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one with 5–6 miRNA genes overlapping the Rtl1
(retrotransposon-like 1) gene in the opposite orient-
ation, and a larger one with more than 40 miRNA
genes which has been mapped to downstream of the
C/D RNA gene cluster (Figure 2). Given that many
of them are relatively homologous with each other
[for example, the miR-154 family characterized by
24 related miRNA genes in human (Seitz et al.,
2004b)], functional redundancy between these homo-
logous gene copies cannot be ruled out. Identifying
their cognatemRNA targets is a challenging task, as a
recent study in silico has predicted∼2300mRNA tar-
gets for miR-134, with 80% verified experimentally
using a gene reporter assay (Miranda et al., 2006).
Nevertheless, several mRNA targets have been as-
signed to a few imprinted miRNAs, mostly based on
in silico and cell culture analysis (Figure 4).
miR-134 and the regulation of the local synthesis of
Limk1 (LIM domain kinase 1)
Using in situ hybridization, miR-134 (Figures 2 and
4) was shown to localize to the dendritic compart-
ments of cultured rat hippocampal neurons, in which
it is thought to regulate the localized translation
of Limk1 mRNA encoding a regulator of the size
of dendritic spines (Schratt et al., 2006). Remark-
ably, the miR-134 repression of Limk1 translation is
reversible and can be relieved by BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) through the TrkB/
mTOR (tyrosine kinase receptor B/mammalian tar-
get of rapamycin) signalling pathway. The study by
Schratt et al. (2006) is of particular interest, not only
because it represents an important advance in our un-
derstanding of themolecularmechanisms underneath
dendritic local translation, but also because it implic-
ates this imprinted miRNA in important physiolo-
gical functions, such as synaptic development, mat-
uration and/or plasticity.
miR-376, A-to-I RNA editing and the uric acid
synthesis pathway
Several homologous copies of miR-376 genes map
within the large miRNA gene cluster (Seitz et al.,
2004b) (Figure 2), and have been proposed re-
cently to regulate the translation of PRPS1 (phospho-
ribosyl pyrophosphate synthetase 1) mRNA which
encodes an essential enzyme of the purinemetabolism
(Kawahara et al., 2007). These data suggest that
miR-376 enters the uric acid metabolism pathway
(Figure 4). Surprisingly, pre-miR-376 is found to be
A-to-I edited in a tissue-specific manner, and, even
more importantly, at a nucleotide position within
a region of the miRNA that is crucial for tar-
get recognition and gene silencing (the so-called
5′ seed). Therefore only the edited form of miR-
376 has the potential to silence PRPS1 mRNA and
Kawahara et al. (2007) proposed that RNA editing
of miR-376 redirects its silencing targets to mRNAs,
among which are PRPS1 (Kawahara et al., 2007). As
a consequence, RNA editing provides an additional
layer of post-transcriptional regulation of miRNA
functions, namely the same miRNA can modulate
two alternative sets of target genes (Habig et al.,
2007).
Trans-allelic RNAi at the Rtl1 locus
A short cluster of maternally expressedmiRNAgenes
(miR-431, miR-433, miR-127, miR-434 and miR-
136) are transcribed and processed from a gene anti-
sense to the paternally expressed Rtl1 gene (Seitz
et al., 2003) (Figures 2 and 4). Rtl1, also called Peg11
in sheep, displays homology with the Ty3/gypsy retro-
transposon family and its function is currently un-
known (Charlier et al., 2001; Youngson et al., 2005).
Due to this peculiar sense–antisense organization,
the encoded miRNAs are obviously perfectly com-
plementary to Rtl1 mRNA and thus were predicted
to cleave Rtl1 mRNA via RNAi-like mechanisms
(Seitz et al., 2003). Indeed, the predicted RNAi-
mediated cleavage sites in the middle of the RNA
duplexes have been experimentally mapped by 5′-
RACE (rapid amplification of cDNA ends) experi-
ments (Davis et al., 2005). These imprintedmiRNAs
are therefore among the very rare miRNAs in animals
that act as siRNAs (small interfering RNAs) [these
also include miR-196 that targets HOXB8 (homeo-
box B8) mRNA (Yekta et al., 2004)]. From an evolu-
tionary point of view, this trans-allelic RNAi between
imprinted genes (for example, maternally expressed
miRNAs silence a paternally expressed gene) can be
viewed as a good illustration of the parent-conflict
theory (Wilkins and Haig, 2003; for further discus-
sion, see also Davis et al., 2005; Lewis and Redrup,
2005). In addition, this regulation might also ac-
count for the complex gene regulatory network oc-
curring at the ovine Dlk1–Gtl2 locus, the so-called
polar over-dominance phenomena (for further discus-
sion, see Davis et al., 2005; also reviewed in Georges
et al., 2004; Royo et al., 2006).
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Epigenetically-silenced miRNAs and tumour
biology
miR-127 gene is embedded within a CpG island
and it is expressed as part of the anti-Rtl1 miRNA
cluster described above (Seitz et al., 2003) (Figures 2
and 4). Surprisingly, it can also be transcribed inde-
pendently from its own promoter, which is epigen-
etically silenced in cancer cells, but not in normal
fibroblasts or normal tissues. Indeed, treatment of
cancer cells with a DNA-demethylating agent (5-
aza-deoxycytidine) and with histone deacetylase in-
hibitors (4-phenylbutyrate) reactivates miR-127 ex-
pression, but not that of the flanking miRNA genes
(for example, miR-431, miR-433, miR-432 and miR-
136). Moreover, Saito et al. (2006) also proposed that
miR-127 down-regulates the proto-oncogene BCL6
through translation repression and thus the use of
epigenetic drugs to reactivate these ‘tumour sup-
pressor miRNAs’ may have an anti-cancer effect.
Of note, three other imprinted miRNAs, miR-134,
miR-368 and miR-377, were also induced in the
study by Saito et al. (2006), raising the possib-
ility that the overall imprinting regulation might
be affected by these drugs. A ∼2-fold increase
of miR-370 gene expression was also observed in
human cholangiocytes after treatment with 5-aza-
deoxycytidine (Meng et al., 2008). miR-370 is em-
bedded within a CpG island located within the re-
peated C/D RNA genes (Figure 2) and this epi-
genetic regulation might involve interleukin-6, as
overexpression of this inflammation-associated cy-
tokine reduces miR-370 expression. Overexpression
of miR-370 decreases cell proliferation of malignant
human cholangiocytes, and the oncogene MAP3K8
(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8)
was predicted to be a potential mRNA target. Finally,
Donsante et al. (2007) noticed recently that genetic-
ally modified adeno-associated viruses, known to be
involved in hepatocellular carcinoma, are preferen-
tially integrated within a 6-kb region that is mapped
between miR-341 and miR-370 genes at the mur-
ine Dlk1–Gtl2 domain. These insertions alter con-
siderably the expression of the surrounding imprin-
ted non-coding transcripts hosting C/D RNAs and
miRNAs [Rian (RNA imprinted and accumulated
in nucleus) and Mirg (miRNA-containing gene) res-
pectively], leaving the possibility that these tran-
scriptional changes might contribute to tumori-
genesis.
Imprinted piRNAs?
Girard et al. (2006) recently described many piRNAs
isolated from human testes, with several of them be-
ing genomically clustered at numerous chromosomal
positions. Remarkably, two small piRNA clusters,
called Cl.132 (17 piRNAs) and Cl.124 (11 piRNAs),
are located at the imprinted human 15q11q13 and
14q32 domains respectively (Figure 2).
piRNAs and C15orf2
At the human 15q11q13 locus, piRNAs overlap in
the sense orientationwith the intronlessC15orf2 gene
that potentially encodes an 1156-amino-acid protein
(Buiting et al., 2007) (Figures 2 and 4). This gene was
originally detected only in the adult testes with bi-
allelic expression (Farber et al., 2000); however, dur-
ing development it seems also to be mono-allelically
expressed in fetal brain. Although its function is un-
known, C15orf2 is a primate-specific gene that is sub-
ject to strong positive selection (Nielsen et al., 2005)
and might have evolved by retroviral integration, as
suggested by the presence of a long terminal repeat
sequence (LTR10C) at the 3′ end (Farber et al., 2000).
In this regard, three C15orf2-encoded piRNAs (piR-
38677, piR-35312 and piR-30791) match the long
terminal repeat sequence. Given that piRNAs might
protect the genome from selfish elements (Brennecke
et al., 2007; Carmell et al., 2007; Houwing et al.,
2007), we propose that C15orf2 may be recognized
as ‘an invader gene’ and could be silenced through
RNA-mediated mechanisms.
piRNAs or truncated C/D RNAs?
At human chromosome 14q32, piRNAs are surpris-
ingly homologous with several human 14q(I) and
14(II) C/D RNA sequences and they are readily de-
tected in total RNA extracted from many human
tissues, including somatic ones (M.-L. Bortolin and
J. Cavaille´, unpublished data) (Figure 2). No rodent
piRNAs at syntenic genomic regions have been char-
acterized to date; however, we have reported previ-
ously the identification of unexpected small RNA
species homologous with RBII-36 (rat brain fraction
II 36) C/D RNA at the homologous rat Dlk1–Gtl2
domain (Cavaille et al., 2001). Further investigations
are now required to demonstrate whether they repres-
ent bona fide piRNAs (if so, they are not restricted to
germline) or whether they simply represent relatively
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stable degradation products of C/D RNAs revealed
by high-throughput sequence analysis.
Imprinted long ncRNAs as cis-acting
silencers
High-throughput cDNA cloning strategies and gen-
omic tiling array studies have revealed that the tran-
scriptional output of mammalian genomes is much
more complex than previously imagined, as demon-
strated by the characterization of a huge number of
heterogeneous mRNA-like transcripts without long
conserved ORFs (open reading frames) (reviewed in
Carninci and Hayashizaki, 2007). Although func-
tional validation is lacking for the vast majority of
them, evidence points towards regulatory roles, in
particular, in epigenetic control of chromatin at the
β-globin genes (Haussecker and Proudfoot, 2005), at
the Hox gene clusters (Rinn et al., 2007) and at the
inactive X chromosome (Masui and Heard, 2006).
The prototype of a large mammalian ncRNA is Xist
(X-inactive-specific transcript), a 17-kb-long, spliced
transcript generated at the Xic (X chromosome inac-
tivation centre) and required to initiate X chromo-
some inactivation. Inactivation of one X chromosome
is a strategy used byXXmammalian females to equal-
ize gene dosage relative to XY males. Xist RNAs
accumulates in cis on the future inactive X chro-
mosome through a poorly understood process called
‘RNA coating’ (Xist is also referred to as ‘a chro-
mosomal RNA’). This RNA coating phenomenon
is an important event in triggering a complex cas-
cade of epigenetic events, including recruitment of
chromatin-modifying enzymes and nuclear compart-
mentalization that results in the cis-silencing of thou-
sands of genes on the chromosome (Masui and Heard,
2006).
The expression of ncRNA genes in imprinted do-
mains represents other prominent examples that also
play a role in gene silencing. The two best known
examples are Air and Kcnq1ot1 [also called Lit1
(long QT intronic transcript 1)] which share com-
mon gene organization and expression characteristics
at the Igf2r and Kcnq1 loci respectively (see Figure 3):
(i) these ncRNA genes are paternally expressed as
a result of specific promoter hypermethylation on
the maternal allele from which they are silenced;
(ii) they are antisense RNAs with respect to one
of the flanking maternally expressed protein-coding
genes; and (iii) their expression correlates with the bi-
directional silencing of the neighbouring maternally
expressed protein-coding genes (Pauler and Barlow,
2006; Pauler et al., 2007) (Figure 3).
The case of Air at the Air–Igf2r locus
A map for the mouse Air–Igf2r imprinted gene
cluster (mouse chromosomal location 17pA2) is
shown in Figure 3 (for further details, see Regha
et al., 2006). The locus contains three maternally ex-
pressed protein-coding genes [Igf2r, Slc22a2 (solute
carrier family 22, a2) and Slc22a3] and the paternally
expressed Air non-coding gene. The Air non-coding
gene is transcribed by RNA polymerase II to give rise
to a capped polyadenylated transcript, which is un-
usual in that it is repeat-rich, 108-kb long, highly un-
stable and neither (or very poorly) spliced or exported
to the cytoplasm. Rare variants exist with alternative
initiation sites and partial splicing, some of which
can be exported to the cytoplasm, but none contain
a significant ORF (Lyle et al., 2000; Seidl et al.,
2006). The Air promoter is located within intron 2
of Igf2r and overlaps a DMR, with the maternally
active allele of Air being hypermethylated, whereas
the paternally active allele is not (Stoger et al.,
1993).
The targeted deletion of the Air promoter on
the paternal allele results in loss of imprinting of
Igf2r, Slc22a2 and Slc22a3 genes (bi-allelic expres-
sion), whereas the same deletion has no effect when
transmitted through the female germline (Wutz
et al., 1997; Zwart et al., 2001). Thus the Air
promoter silences gene expression in a cis-restricted
manner. Given that the deleted promoter region
also overlaps the DMR, it was unclear whether the
DMR or the Air non-coding gene by itself was re-
sponsible for the paternal-specific repression of the
genes. To distinguish between these two possibilities,
Sleutels et al. (2002) designed an experiment to
prevent Air expression without affecting the DMR
embedded in its promoter. This was achieved by
inserting a strong polyadenylation site 3 kb down-
stream from the Air transcription initiation site.
This strategy leaves intact both the DMR and Air
imprinted gene expression, but efficiently truncates
Air ncRNA to 4% of its length. In this mouse model,
the truncation of Air releases the silencing of flank-
ing protein-coding genes Igf2r, Slc22a2 and Slc22a3,
showing that the Air gene might play a direct role in
genomic imprinting control.
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The case of Kcnq1ot1 at the Kcnq1 locus
A map of the Kcnq1 imprinted domain (mouse distal
chromosome 7) is shown in Figure 3 (for further de-
tails, see Pauler et al., 2007). Similar to the Air–
Igf2r locus, the locus contains a series of maternally
expressed genes (at least eight) and a unique non-
coding paternally expressed gene: Kcnq1ot1. Kcnq1ot1
extends over∼60 kb in the antisense orientationwith
respect to Kcnq1, from a promoter lying in intron 10
of the Kcnq1 gene (Smilinich et al., 1999). Similarly
to the Air promoter, the Kcnq1ot1 promoter maps
to a CpG island that is hypomethylated on the pa-
ternal chromosome and hypermethylated on the ma-
ternal chromosome (Smilinich et al., 1999; Mancini-
DiNardo et al., 2003) and that acts as an IC; when
it is deleted on the paternal chromosome, all mater-
nally expressed tested genes display bi-allelic expres-
sion and normal imprinted expression is observed
when the DMR deletion is inherited maternally
(Fitzpatrick et al., 2002; Mancini-Dinardo et al.,
2006). The homology between Kcnq1ot1 and Air
ncRNAs led Mancini-Dinardo et al. (2006) to con-
struct a transcriptional stop signal insertion shortly
after the Kcnq1ot1 transcription start site. Mice in-
heriting the mutation from their father express im-
printed truncated Kcnq1ot1 ncRNA; they also lose
imprinted expression of all genes in the cluster.
This defines the production of the ncRNA as a crit-
ical element in the imprinting mechanism. These
results had been obtained previously in an artifi-
cial transfection-based system investigating Kcnq1ot1
promoter silencing activity on reporter genes; inter-
ruption of Kcnq1ot1 production by premature poly-
adenylation leads to loss of silencing (Thakur et al.,
2004). Further experiments correlate the length of
Kcnq1ot1 transcript with the silencing efficiency.
Truncated transcripts from 4.9 to 9.2 kb were gen-
erated; the longer transcripts could more efficiently
silence reporter genes and propagate repressive epi-
geneticmarks than shorter transcripts (Kanduri et al.,
2006).
The case of Nespas [Nesp (neuroendocrine
secretory protein) antisense] at the Gnas (guanine-
nucleotide-binding protein, α subunit) locus
A map of the Gnas cluster (distal mouse chromo-
some 2) is shown in Figure 3 (for further details, see
Peters et al., 2006). The locus gives rise to a com-
plex pattern of tissue-specific transcripts that arise
from independent promoters, but are spliced at Gnas
exon 2. Gnas is mostly bi-allelically expressed (ex-
cept in brown adipose tissue, in which its expression
is biased toward the maternal chromosome), whereas
Gnasxl (Gnas extra large) and exon 1A are paternally
expressed genes. Nesp is a maternally expressed gene
associated with a paternally expressed antisense tran-
script called Nespas. This antisense ncRNA gene is
initiated 2 kb upstream of the putative Gnasxl initi-
ation site, a region embedded within a large germ-
line-derived DMR (Coombes et al., 2003) that ful-
fils the classical definition of an IC. Indeed, when
this region is deleted on the paternal methylated al-
lele, it results in the silencing of Nespas, and the
paternal transcripts (exon 1A and Gnasxl) are par-
tially repressed, whereas Nesp and Gnas are expressed
from both alleles. No imprinting disruption is ob-
served when the region is inherited from thematernal
methylated allele (Williamson et al., 2006).
The Nespas non-coding gene is in some ways sim-
ilar to the Air and Kcnq1ot1 ncRNA genes. First, it
displays a paternal expression. Secondly, its promoter
overlaps a DMR that acts as an IC with the mater-
nal allele being methylated. Thirdly, it is antisense
to a protein-coding gene with reciprocal imprinting
status. Fourthly, lack of its expression is associated
with a bidirectional loss of imprinting in the entire
locus. It is now of primary interest to analyse the
consequences of truncating the Nespas transcript.
Models for cis-silencing by imprinted ncRNAs
Experimental truncation of Air or Kcnq1ot1 ncRNAs
deregulates imprinting at the Air–Igf2r or Kcnq1 loci
respectively (Sleutels et al., 2002; Mancini-Dinardo
et al., 2006). Although these experiments show that
paternal expression of full-length Air or Kcnq1ot1 is
required for paternal silencing of the surrounding
protein-coding genes, inserting a premature poly-
adenylation site, which in addition prevents the
production of the full-length transcript, also has a
direct effect on transcription, namely, the transcrip-
tion process ends prematurely, the frequency of pas-
sage of RNA polymerase across the gene is much
lower and the chromatin structure may be affected.
Is it the ncRNA or the act of transcription that con-
fers gene silencing? No obvious experiment can give
the answer; however, hints could be provided by the
identification of sequences within the transcript that
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Figure 5 Hypothetical models for cis-silencing of genes by imprinted ncRNA genes
Several models have been proposed to explain how Air and Kcnq1ot1 ncRNA genes might mediate repression in cis of their
neighbouring genes. Upper panel: the RNA based-models. The non-coding transcript is responsible for inactivation of genes
on its allele, by directing RNAi-related mechanisms (left-hand side) or by spreading on the chromatin to recruit repressive
chromatin modification and/or to create a subnuclear compartment exempt of transcriptional activity (right-hand side). Lower
panel: the transcription-based models. The act of transcription across the non-coding gene, not the RNA by itself, is critical for
cis repression. Left-hand side: transcribing along the non-coding transcription unit may affect topological nature of the chromatin
of the locus and trigger repressive marks. Right-hand side: another possibility involves cis-acting elements (yellow rhombus)
within the sequence of the non-coding gene that could either act as an activator or a repressor. Transcription through it might
interfere in cis to activate it (e.g. in the case of a repressor element) or to repress it (in the case of an activator and as shown
in this Figure). All these models are not mutually exclusive and other mechanisms might also operate. For further discussion,
see Pauler and Barlow (2006) and Pauler et al. (2007). ‘m’ indicates the methylated allele. Protein-coding genes and non-coding
transcription units are represented by rectangles and lines respectively.
would be essential for the regulation. Such a can-
didate sequence, comprising five highly conserved
repeats residing at the 5′ end of Kcnq1ot1, has been
tested. However, deletion of the sequence does not
affect the allele-specific silencing of any of the genes
of the locus, showing that the sequence is dispens-
able for imprinting of the domain (Mancini-Dinardo
et al., 2006). Although other candidate RNA
sequences will be of great interest, the mode of action
of Air and Kcnq1ot1 remains enigmatic (Figure 5) (for
comprehensive discussion, see Pauler et al., 2007).
By analogy with Xist ncRNA, Air and Kcnq1ot1
RNA could spread on their respective imprinted re-
gions to recruit silencing factors and/or create a nuc-
lear micro-environment (Chaumeil et al., 2006) that
would prevent the flanking mRNA genes from be-
ing produced (Figure 5). In this regard, cell imaging
approaches investigating the intranuclear fate of Air
or Kcnq1ot1 RNAs at the single nucleus level would
be very informative. Although Air RNA has been
visualized by RNA FISH (fluorescence in situ hybrid-
ization) as a single RNA signal per nucleus, prob-
ably the nascent transcript (Braidotti et al., 2004),
there is no strong evidence as yet for association of
Air RNA with its imprinted domain. Given that
Air and Kcnq1ot1 RNAs are antisense to Igf2r and
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Kcnq1 genes respectively, RNAi-related gene silen-
cing mechanisms could also be envisioned. Along
this line, long double-stranded ncRNAs could be
processed into siRNAs that could, in turn, recruit
the RNAi machinery to silence the antisense target
gene (Sleutels et al., 2002; Thakur et al., 2004). This
hypothesis seems unlikely, as antisense transcription
between Air and Igf2r genes is dispensable for proper
imprinting of the locus (Sleutels et al., 2003).
Another possibility is that silencing by Air and
Kcnq1ot1 occurs as a result of the act of transcription
along the full length of their genes. Transcription
could engender topological changes that would fa-
vour recruitment of repressive chromatin complexes
in cis (Mancini-Dinardo et al., 2006). In this model,
no chief element within the non-coding transcription
unit is expected. By contrast, the process of transcrip-
tion across the ncRNA gene might also interfere with
a key regulatory element capable of triggering a cis-
acting effect over long distances. This hypothetical
cis-acting element could either be a cis-activator, a cis-
repressor or even a boundary element (Figure 5). Ac-
cording to whether transcription occurs or not across
the element, the cis-effect will be triggered or not,
resulting in a parental specific gene expression (re-
viewed in Pauler et al., 2007).
Imprinted long ncRNAs as C/D small
RNA precursors?
Many small RNA genes are organized into clusters of
tandemly repeated genes (∼30–100 kb in length),
which are embedded within and processed from
introns of huge ncRNA genes that also give rise
to a complex population of spliced polyadenylated
mRNA-like transcripts (Cavaille et al., 2001, 2002;
Runte et al., 2001). Interestingly, their expression
is also inversely correlated with the silencing of
some, but not all, neighbouring protein-coding genes
that display reciprocal imprinted expression. Thus,
although a direct cause-and-effect relationship has
not yet been formally demonstrated, a contribu-
tion in gene silencing could also be envisaged for
these poorly characterized long ncRNAs. Alternat-
ively, these transcripts might only serve as RNA pre-
cursors to deliver the mature small RNAs they con-
tain. The presence of two eutherian-specific repeated
small C/D RNA gene clusters at two evolutionarily
distinct chromosomes is puzzling and might suggest
an evolutionary link between the emergence of re-
peated small ncRNA genes and the recent evolution
of genomic imprinting (Cavaille et al., 2000; see also
Seitz et al., 2004a; Royo et al., 2006). Remarkably,
these C/D small RNAs share a (nearly) identical 5′–3′
terminal stem, suggesting strongly that they might
have evolved from a common small RNA ancestor
gene, probably through retrotransposition and gene
amplification events that are predicted to have oc-
curred subsequent to the metatherian–eutherian split
(Cavaille et al., 2002; Hore et al., 2007). These re-
peated small RNA genes might have evolved after
the establishment of genomic imprinting; their im-
printed gene expression might simply reflect the
wide-spread imprinting at these two loci (‘inno-
cent bystanders’). Alternatively, they might have also
occurred before (or concomitantly with) the emer-
gence of genomic imprinting; their repeated and non-
coding DNA structures might have contributed to
some aspects of imprinting (genomic imprinting as a
‘by-product of silencing of foreign DNA’, see Barlow,
1993; Yoder et al., 1997).
A (several) complex transcription unit(s) at the
PWS region
The chromosomal interval 15q11q13 in humans (cor-
responding to mouse centric 7) represents the largest
imprinted clustered discovered to date (∼2Mb) (Fig-
ure 2). It contains several paternally expressed genes
[Mkrn3 (makorin ring-finger protein 3), Magel2, Ndn
and Snurf–Snrpn] and twomaternally expressed genes:
Atp10a (ATPase, class V, type 10A) and Ube3A (ubi-
quitin protein ligase E3A isoform 3). This locus is
also characterized by many ncRNA genes, includ-
ing numerous repeated C/D RNA genes (for ex-
ample, HBII-85 and HBII-52 clusters, see above and
Figure 2) and Ube3A-as, an antisense transcript to
Ube3A gene (Rougeulle et al., 1998; Chamberlain
and Brannan, 2001). This region is under the con-
trol of a complex bipartite IC located at the 5′
end of Snurf–Snrpn and is required for bidirectional
activation of the paternally expressed genes (see
Johnstone et al., 2006 and references therein).
Runte et al. (2001) have proposed that most, if not
all human C/D RNAs, are processed from introns of
a presumably single large transcription unit that also
give rise to (alternatively) spliced mRNA-like tran-
scripts. This predicted transcription unit (∼460 kb
in length), also called IC-Snrpn, is initiated around the
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IC region and includes the Ube3A-as transcript at
the 3′ distal end (Runte et al., 2001). In the
mouse, the Ube3A-as transcript also belongs to a sim-
ilar large ncRNA, called LNCAT (∼1 Mb), but it
also includes several alternative and repeated U exons
that are located upstream of Snurf–Snrpn and thought
to be involved in the neuronal-specific expression of
Ube3A-as (Landers et al., 2004).
The Ube3A gene is only maternally expressed
in neurons and does not contain differential DNA
methylation, in contrast with the other imprinted
protein-coding gene in this locus. In this regard,
Ube3A-as has been proposed to mediate repression of
the paternal allele of Ube3A through still unknown
RNA-mediated mechanisms (Rougeulle et al., 1998;
Runte et al., 2001; Chamberlain and Brannan, 2001;
Johnstone et al., 2006), although several recent stud-
ies have challenged this hypothesis (Landers et al.,
2005; Le Meur et al., 2005). Whatever the molecular
mechanisms underlying Ube3A gene silencing, ex-
pression of this/these huge transcript(s) is unlikely to
contribute to the establishment and maintenance of
the paternal specific expression pattern of the protein-
coding genes located upstream of the IC (Tsai et al.,
1999a; Schule et al., 2005).
The concept of a single transcription unit needs
to be interpreted with some caution, in that it is
only supported by the feasibility to connect the en-
tire transcribed domain by RT-PCR (reverse tran-
scription PCR)/cDNA analyses. Indeed, multiple
transcription units with transcriptional read-through
would have generated the same data. Furthermore, a
single transcription unit is difficult to reconcile with
the fact that HBII-52 is strictly neuronal-specific,
whereas HBII-85 displays a more ubiquitous expres-
sion pattern (Cavaille et al., 2000; M.-L. Bortolin and
J. Cavaille´, unpublished data). Finally, the existence
of such a long transcript(s) indicates the difficulty in
classifying imprinted ncRNAs as potentially regu-
latory RNA (for example, by directing in cis UBE3A
gene silencing) and/or as structural RNA vehicles
(for example, by generating small C/D small RNAs
only).
A (several) complex transcription unit(s) at the
Dlk1–Gtl2 locus
The Dlk1–Gtl2 locus contains three paternally ex-
pressed protein-coding genes [Dlk1, Rtl1 and Dio3
(deiodinase, iodothyronine, type III)] and a complex
population of ncRNA genes, namely Gtl2 (Schuster-
Gossler et al., 1998; Miyoshi et al., 2000), anti-
Rtl1 transcript (Seitz et al., 2003), C/D RNAs and
miRNAs and their host transcripts (also called Rian
and Mirg in the mouse respectively) (Cavaille et al.,
2002; Seitz et al., 2004b) (Figure 2). All of these non-
coding transcripts are maternally expressed, are tran-
scribed in the same orientation with an apparently
similar tissue-specific expression pattern and are reg-
ulated by an IG-DMR (intergenic germline-derived
DMR) located between the Dlk1 and Gtl2 genes (Lin
et al., 2003, 2007; Seitz et al., 2004b; Tierling et al.,
2006) (Figure 2). Thus similar to what was discussed
previously for the Snurf–Snrpn locus, they might also
belong to a single large transcription unit, starting at
the Gtl2 promoter and extending over at least 200 kb
of genomic region (note that the 3′ end of this pu-
tative large RNA does not overlap in the antisense
orientation with the distal paternally expressed Dio3
gene). However, their molecular characterisation re-
mains incomplete, and the possibility that they are
independently transcribed ncRNA genes is still an
open question, as shown by the fact that miR-127,
under certain circumstances, can also be expressed
independently (Saito et al., 2006).
The biological importance of one (several) ncRNA
gene(s) is suggested by studies of several mutant
mouse models. Embryos with paternal uniparental
disomy for chromosome 12 (patUPD12; embryos
with two chromosomes 12 originating from their
father that do not express the ncRNA genes) die
in gestation and display multiple developmental ab-
normalities, including muscle hypertrophy, defects
in muscle maturation and costal cartilage, hypo-
ossification of mesoderm-derived bones and placen-
tomegaly (Georgiades et al., 2000). Except for the
placental defects, these phenotypes have been attrib-
uted to the alteration of imprinted gene dosage at
the Dlk1–Gtl2 domain (Lin et al., 2003, 2007). Al-
ternatively, the possibility that bi-allelic expression
of one (several) paternally expressed protein-coding
gene(s) might also contribute to embryonic pheno-
types cannot be formally ruled out.
Remarkably, a targeted deletion of maternally in-
herited IG-DMR leads to silencing of all the ma-
ternally expressed ncRNA genes with concomitant
loss of imprinting of the protein-coding genes that
are now expressed from both parental alleles (Lin
et al., 2003, 2007). Again, these observations might
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suggest a role for one (several) of these ncRNAgene(s)
in gene silencing. However, no current experimental
data strongly support this assumption. TheGtl2 gene
is not co-expressed with Dlk1 gene in many em-
bryonic tissues, thus strongly suggesting that its ex-
pression might be dispensable for maintaining Dlk1
imprinting at least in some tissues (da Rocha et al.,
2007). Through RNA FISH at the single nucleus
level, we recently addressed the intranuclear fate of
mRNA-like transcripts generated and processed from
the RBII-36 C/D small RNA gene cluster in the rat
(Royo et al., 2007). Surprisingly, these transcripts
are mainly retained in the nucleus, with large and
strong RNA signals detected around the gene, as
well as many dot-like signals dispersed within the
entire nucleus. Thus, despite being spliced and poly-
adenylated, these mRNA-like transcripts are not (or
very poorly) exported to the cytoplasm and might
represent a novel class of nuclear-retained transcript.
Although no evidence for a physical association with
the chromatin was discovered, this unexpected intra-
cellular trafficking is similar, to some extent, of the
localized nuclear accumulation of Xist RNA. More
sophisticated experiments are now required to de-
cipher the functional meaning, if any, of these cell
imaging observations.
Imprinted long ncRNAs as simple miRNA
precursors
H19 ncRNA is part of a particularly well-studied im-
printed gene cluster: the Igf2–H19 locus (for further
discussion, see Murrell et al., 2004) (Figure 3). The
Igf2–H19 locus is located ∼100kb away from
the Kcnq1 locus at the mouse distal end of chro-
mosome 7, but these two loci are independently
regulated. The domain contains two protein-coding
genes with paternal expression, Igf2 and Ins2, and a
unique gene with maternal expression, the ncRNA
gene H19. The H19 gene is transcribed into a
spliced 2.5-kb-long ncRNA and it is, in fact,
one of the first mRNA-like transcripts described
(Bartolomei et al., 1991; for a recent review on H19,
see Gabory et al., 2006). A role for the H19 non-
coding gene in regulating parental-specific expression
is highly unlikely, as mice deleted for the entire H19
transcription unit maintain both normal IC methyl-
ation and Igf2 paternal-specific expression (Schmidt
et al., 1999). Although the function of H19 remains
to be further explored, it has been suggested to act
either as an oncogene or tumour-suppressor gene (Hao
et al., 1993; Juan et al., 2000; Berteaux et al., 2005;
Barsyte-Lovejoy et al., 2006). Interestingly, miR-675
was shown recently to be processed fromH19 and this
may in turn regulate mRNAs in development and/or
in oncogenesis (Cai and Cullen, 2007). Finally, Gtl2
also contains a miRNA gene, miR-770, and there-
fore it might also be considered simply as a miRNA
precursor (Figure 2).
Conclusions
Imprinted gene clusters contain invariably one or sev-
eral large ncRNA genes(s). While the expression of
some of them (for example, Air and Kcnq1ot1) plays a
functional role in the regulation of genomic imprint-
ing, the function of the others remains more enig-
matic. In this regard, we cannot rule out formally the
possibility that some of them might simply serve to
produce the small RNAs they contain (for example,
H19–miR-675, Gtl2–miR-770, the C/D small RNA
host transcripts at the Snurf–Snrpn and Dlk1–Gtl21
domains etc.). The involvement of Air or Kcnq1 as cis-
acting silencers is now relatively well documented in
the mouse (Sleutels et al., 2002; Mancini-Dinardo
et al., 2006), but future studies are now expected
to provide more clues about their precise molecular
roles (for example, ncRNA itself versus the process
of transcription). In addition, Air is notably absent
in the opossum (Weidman et al., 2006), a meta-
therian mammal in which Igf2r is still maternally
expressed (Killian et al., 2000). Thus additional lay-
ers of gene regulation, distinct from that of involving
ncRNA expression, might have evolved in opossum
and perhaps also in other eutherian species that have
not been yet fully analysed. Finally, Air is not the
only known example of imprinted non-coding gene
with a recent appearance in evolution. It is also the
case for Xist (Mikkelsen et al., 2007) and all the im-
printed ncRNA genes investigated to date (Rapkins
et al., 2006; Vu et al., 2006; Weidman et al., 2006;
Hore et al., 2007; H. Seitz and J. Cavaille´, unpub-
lished data). In contrast with protein-coding genes,
the sequences and genomic organization of imprin-
ted small ncRNA genes display substantial changes
between human and rodents (for example, C/D RNA
genes at the Dlk1–Gtl2 locus), with several of them
even being lineage-specific (for example, RBII-36 at
the Dlk1–Gtl2 domain is a rat-specific C/D RNA,
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the miR-344 cluster at the Snurf–Snrpn locus is only
present in rodents and apparently not in human, and
piRNAs and c15orf2 are primate-specific). Thus im-
printed gene clusters can be considered as rapidly
evolving chromosomal domains from which novel
small RNAgenesmight emerge. Acquisition of novel
small ncRNAs, and/or their host-transcripts, might
have played pronounced roles in eutherian evolu-
tion by changing or fine-tuning patterns of gene ex-
pression, thus underlying phenotypic variations and
body-plan improvements (Mattick and Gagen, 2001;
Chen and Rajewsky, 2007; Mikkelsen et al., 2007;
Niwa and Slack, 2007). In this regard, miRNA genes
encoded at the Dlk1–Gtl2 locus account for ∼40–
50% of all eutherian-specific miRNAs isolated to
date. Imprinted genes play a key role in the regu-
lation of pre- and post-natal resources, with many
of them required for common developmental and
physiological pathways (Smith et al., 2006). Recent
work has revealed the existence of transcriptional and
epigenetic networks thought to co-ordinate the ex-
pression of imprinted gene domains (Varrault et al.,
2006; Zhao et al., 2006). It is therefore tempting
to speculate that imprinted small RNAs might also
mediate post-transcriptional regulation between im-
printed genes, as illustrated by the trans-allelic in-
terference described at the Dlk1–Gtl2 domain (Davis
et al., 2005). The important goals for future research
will be now to elucidate the biological functions of
imprinted small RNA genes, as well as their po-
tential importance in the evolution of complex gene
regulatory networks in eutherian species.
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Le chou (Brassica oleracea) est une plante comestible de la famille des Brassicacées. Il 
s'agit d'une crucifère bisannuelle dont les feuilles forment une tête compacte. La culture du chou 
en tant que légume remonte à la plus haute Antiquité, à partir de formes sauvages originaires de 
l'Europe méridionale. Le chou est le légume le moins calorique, particulièrement indiqué en cas 
de régime. On peut le déguster chaud ou froid, cuit ou cru. Il paraîtrait aussi que le chou aurait 
une belle voix, et que le chou serait beau, sur un coucher de soleil (Cavaillé J., communication 
personnelle).  
 
« Rogers », « les gladiateurs de l’ère post-génomique », « l’œil du tigre », « je te salue », « j’ai 
un projet pour toi »… sont tout un champ lexical qui me manque déjà. Merci Jérôme. De tout 
mon cœur. Merci pour ton encadrement sans faille, illimité dans le temps et dans l’espace. Merci 
pour m’avoir prise par la main et pour m’avoir appris comment faire une mini-prep ou un 
clonage, pour avoir tout construit depuis le début sans montrer de signe d’impatience. J’ai 
apprécié que tu parviennes à me faire assez confiance pour me laisser écrire des revues ou parler 
en congrès international à ta place. J’ai été sensible à ton combat pour mes intérêts et pour que je 
publie, tout au long de ma thèse. 
Merci aussi pour ce que tu as été en plus de mon encadrant : un léger penchant pour la bière, une 
base de données en BD, quelqu’un qui a supporté mes grossesses multiples sans me l’avoir 
jamais reproché (merci pour Eliot et Swan). Merci pour m’avoir appelé « Hélène » du premier 
coup. Car j’ai connu le rare privilège de ne pas traverser le stade « Truc » ou « Machine », ou 
celui du prénom de l’étudiante précédente. Il n’y avait pas d’étudiante précédente ; il y avait bien 
un « Hervé » ou un « Patrice », mais visiblement la ressemblance était trop faible pour que le 
chef m’assigne l’un de leurs prénoms. J’ai bien eu droit à un « Emma » une fois, mais le lapsus 
ne s’est étonnamment pas reproduit. Moi en tout cas, je ne suis pas prête d’oublier ton prénom, ni 
ce que tu as fait pour moi.  
 
Je remercie les membres de mon jury pour avoir accepté de se pencher sur mon manuscrit. 
J’attends leurs avis avec impatience et j’espère qu’ils auront apprécié mon travail.  
 
Je remercie chaleureusement l’équipe de Montpellier qui m’a accueillie à plusieurs reprises, en 
particulier Edouard Bertrand qui m’a initiée à la technique de FISH et aux quantifications de 
fluorescence. Je considère beaucoup son travail et ses opinions, et je mesure parfaitement la 
chance que j’ai eue de collaborer avec lui. Merci à Eugénia Basyuk pour avoir initié le projet 
Bsr, et pour m’avoir laissé la place de le continuer.   
 
Je remercie les étudiants qui ont travaillé sur mes projets. Merci à 3M (Mademoiselle Maud 
Marquès) pour les DNA FISH. Un Commentaire 3M ? – Gla-gla-gla. Et merci à p’tit Louis 
(Louis-Jérôme Leba) pour ses IF. Que le stress ne t’atteigne jamais, et bon courage pour la suite.  
 
Merci à mon équipe, qui est devenue une deuxième famille. Jérôme, Magalie, Marie-Hélène, 
Marie-Line, Nicole, Violette et Patrice. Attention, j’ai mis les noms par ordre alphabétique (sauf 
Patrice, juste pour le faire pester). Le grand chef, JC évidemment (vous remarquerez qu’il porte 
les mêmes initiales que l’empereur), a bien sa place de chef. Qu’est-ce qu’on peut faire les 
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youyous quand il est en congrès ! Nicole nous apporte une dimension artistique ; qu’il est bon 
d’entendre parler peinture, Italie et orchidées de temps en temps. Dring-dring : Marie-Helène, 
c’est pour toi. Magalinette (Magalinouflette, pour les intimes) est mon successeur. Je lui souhaite 
beaucoup de résultats avec Mimi la souris avant une retraite paisible ou pas paisible au Liban. 
Magalie si tu m’entends : fais attention à l’eau. Suis mon conseil d’initiée si tu veux demeurer 
jeune fille encore un petit moment. Dring-dring : Marie-Helène, c’est encore pour toi. 
Bonnemine : LA femme capable de faire des kilolitres de TBE, des billions d’aliquots de cellules 
compétentes. Elle est gentille, c’est une très bonne maman (qui m’en a d’ailleurs appris plus 
d’une en matière de maternité – heureusement qu’elle était là) et elle fait un boulot d’enfer. Le 
chef l’a compris puisqu’il l’a 1) embauchée 2) épousée. Merci MLB devenue MLC pour les 
centaines de protections que tu m’as évitées pendant que j’étais enceinte (ce qui représente quand 
même une période de 18mois sur ma thèse). Dring-dring : Marie-Helène, ça doit être pour toi. 
Dans l’équipe JC, pas besoin de radio : on a Pat. A part qu’on n’a pas le jingle, on se croirait sur 
le move. Merci Pat aussi pour le coup de main radioactivité pendant les périodes gros-bidon ; et 
surtout merci de t’être attelé à la suite de mes travaux de thèse. Il paraîtrait qu’il y a un « Royo 
and Vitali » qui devrait sortir en 2008, gravant nos noms côte à côte pour l’éternité. Poupou-
time, c’est Poupou-time dans l’équipe JC ; et le chef aura beau retourner la pendule à partir de 
17h, il sera forcé de s’incliner face à l’envol des jeunes mamans. Le Poupou en question est 
l’objet culte de Vio. Très professionnelle devant des embryons, elle se montre « gaga-like », 
voire « gouzi-gouzi » dans le quart d’heure qui suit. C’est une véritable métamorphose. Elle a 
amené un regard externe à l’équipe et une fraîcheur que j’ai beaucoup appréciés. Elle m’a aussi 
sauvé de l’épuisement grâce à la gelée royale pendant une période d’allaitement. Dring-dring : 
non, Marie-Helène est en enseignement ; puis-je lui transmettre un message ? Au fait avis à tout 
le monde : ça y est, je suis au jus : c’est Tina la taupe !!!  
 
Un grand merci à Hervé, mon maître à penser. J’envie les personnes avec qui tu travailles et que 
tu côtoies. J’espère que ton influence s’étendra sur de nombreux étudiants. J’espère aussi que 
celle qui te mettra le grappin dessus réalisera la chance qu’elle a. J’ai suivi tes conseils en 
électricité. J’ai pourtant failli faire brûler mon appart à deux reprises – mes nouveaux locataires 
sauront t’en parler… Reviens vite, Hervé, c’est une question de vie ou de mort ! 
 
Je n’oublie pas mon équipe d’enseignement et mes étudiants qui m’ont formée lors de mon 
monitorat. Une expérience constructive qui a confirmé mon goût de l’enseignement. En 
particulier, merci à Marie-Hélène pour nos discussions sur la pédagogie la fac. Merci aussi à 
Pierre-Emmanuel pour m’avoir donné l’opportunité de faire observer Bsr à tes étudiants de 
maîtrise BIC. Ca a été un réel plaisir de travailler avec toi et je regrette que nous n’ayons pas eu 
l’occasion de mener un projet ensemble. Je rends aussi hommage à celui qui a su attirer un public 
féminin sur les bancs du BIC 42.  
 
J’envoie mes meilleurs vœux de réussite à tout le LBME. J’aurais bien mis un mot ou une 
anecdote pour chacun d’entre eux, mais il faut que j’en finisse (je dois envoyer mon manuscrit ce 
soir). J’ai été amenée à côtoyer les Kiss, en particulier Béata qui m’a aidée dans le domaine de 
l’imagerie. Les Trouche m’ont souvent fourni des anticorps, bien répertoriés dans une banque de 
donnée (concept utopique dans l’équipe JC). Le trafic de sondes FISH avec les Gleizes m’ont été 
d’utilité primordiale. Les Michou au fond du couloir m’ont souvent dépanné aussi ; tout mes 
encouragements à ma condisciple Coralie. J’aime cet institut qui m’a fourni pendant trois années 
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The Dlk1-Gtl2 and Snurf-Snrpn imprinted loci arbor complex transcription units and 
generate non-coding RNAs that are badly characterized. In order to gain insight into the 
intracellular fate of these non-coding RNAs, we have carried out fluorescence in situ 
hybridizations on the long, non-coding Bsr gene at the rat Dlk1-Gtl2 domain. In 
embryonic fibroblasts and neurons, spliced Bsr RNAs are only detected in the nucleus. 
They accumulate as a track at the transcription site and form numerous discrete, stable, 
nucleoplasmic dots that do not colocalise with any known sub-nuclear compartment. A 
similar accumulation profile is found for spliced non-coding RNAs at the Snurf-Snrpn 
locus. Under certain drug treatments, spliced Bsr transcripts are detected in the 
cytoplasm associated with stress granules. Spliced RNAs at the Dlk1-Gtl2 and Snurf-
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RESUME en français 
Les loci Dlk1-Gtl2 et Snurf-Snrpn soumis à l’empreinte génomique parentale sont 
caractérisés par des unités de transcription complexes qui génèrent des ARNs non-
codants mal caractérisés. Afin de mieux comprendre le devenir intracellulaire de ces 
ARNs, des hybridations in situ en fluorescence ont été réalisées sur le long gène non-
codant Bsr au locus Dlk1-Gtl2 de rat. Dans des fibroblastes et des neurones 
embryonnaires, les transcrits Bsr épissés ne sont détectés que dans le noyau. Ils 
s’accumulent sous forme de « track » au site de transcription et forment de nombreux 
foci nucléoplasmiques stables qui ne colocalisent avec aucun compartiment nucléaire 
connu. Un profil similaire est trouvé pour des transcrits épissés non-codants du locus 
Snurf-Snrpn. Sous l’effet de drogues, des ARNs Bsr sont détectés dans le cytoplasme 
associés aux granules de stress. Les transcrits épissés des domaines Dlk1-Gtl2 et 
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